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RESUMO

A broca-dos-frutos do cacau e do cupuacu, Conotrachelus humeropictus € a
principal praga destas culturas, pois suas larvas se desenvolvem dentro dos frutos,
tornando-os impréprios para comercializagdo. O controle desta praga é problematico
em funcdo dos ovos e larvas estarem protegidos dentro dos frutos, tornando o
controle quimico pouco eficiente. Com o objetivo de identificar os componentes
feromonais de C. humeropictus e testar sua atratividade em laboratorio e no campo,
aeracdes de machos e fémeas foram realizadas e extratos de ambos os sexos foram
coletados e analisados. As analises comparativas dos perfis de volateis de machos e
fémeas indicaram a presenca de quatro compostos macho-especificos (A, B, C e D).
Os compostos A, C e D foram identificados através de comparacfes com espectros
de massas e coinjecdes com padrdes sintéticos: (A) grandisol, (1R,2S)-1-metil-2-(1-
metiletenil)-ciclobutanoetanol; (C) &acido grandiséico, (1R,2S)-1-metil-2-(1-
metiletenil)-ciclobutanoacético e (D) uma lactona derivada do acido grandisdico,
2,2,6-trimetil-3-oxabiciclo[4.2.0]octan-4-ona, um composto inédito nunca antes
descrito na natureza, o composto B encontra-se em processo de identificacdo. A
qguantificacdo realizada com o composto majoritario revelou que um inseto produz
em média 235 + 73 ng de acido grandisdéico por dia. Através da coleta de volateis
durante a fotofase e escotofase foi possivel observar que a emissao do feromdnio
ocorre com maior intensidade durante a escotofase (76 = 3%). Os testes de
atratividade em laboratorio, realizados em olfatbmetro em Y, permitiram avaliar o
comportamento de C. humeropictus frente aos compostos sintéticos (A, C e D). Eles
revelaram a atratividade de machos para a mistura grandisol (A) + acido grandisdico
(C). J& os testes com fémeas demonstraram que a lactona influenciou na
atratividade quando testada no conjunto, grandisol (A) + lactona (D) e acido
grandisoico (C) + lactona (D), no entanto, ambos os compostos isolados (A e C) ndo
foram atrativos. Testes preliminares de campo realizados na estacdo experimental
da CEPLAC, em Ouro Preto do Oeste, Rondbnia (BR), avaliaram a atratividade de
C. humeropictus ao acido grandisoico (C) e a mistura acido grandisdico (C) + lactona
(D), e ndo se mostrou eficiente. A auséncia do composto B, em processo de
identificacdo, pode alterar os resultados de atratividade de C. humeropictus a
mistura feromonal em laborat6rio e em campo.

Palavras-chave: cacau, cupuacu, grandisol, acido grandiséico, olfatbmetro em Y,
teste de campo.



ABSTRACT

The weevil, Conotrachelus humeropictus Fiedler, 1940 (Coleoptera: Curculionidae),
a fruit borer of cocoa and cupuacu fruits is the main pest of these cultures because it
develops inside the fruits turning them inadequate for commercialization. The control
of this pest is problematic because eggs and larvae are protected inside the fruits
making the chemical control less effective. With the objective of identifying the
pheromonal components of C. humeropictus and testing its attractiveness in
laboratory and field tests, aerations of male and females were performed and
extracts were collected and analyzed. Comparative analyses of males and females
volatile profiles indicated the presence of four male specific compounds (A, B, C and
D). The compounds A, C and D were identified through mass spectra comparisons
and co-injections with standards: (A) grandisol, (1R,2S)-1-methyl-2-(1-
methylethenyl)-cyclobutaneethanol; (C) grandisoic acid, (1R,2S)-1-methyl-2-(1-
methylethenyl)-cyclobutaneacetic acid; and (D) a lactone derived from the grandisoic
acid, 2,2,6-trimethyl-oxabicyclo[4.2.0]octan-4-one, a new compound, not yet
described in nature. Compound B is still in process of identification. Quantification
based on the major compound showed that one insect produces in average 235 + 73
ng of grandisoic acid per day. Using volatile collections of both photophase and
scotophase, it was observed that pheromone emission occurs mostly during
scotophase (76 = 3%). Attractiveness tests were conducted in the laboratory with a 'Y
tube olfactometer to evaluate the behavior of C. humeropictus to synthetic
compounds (A, C and D). They revealed the attractiveness of males to the mixture
grandisol (A) + grandisoic acid (C). However, female tests revealed that the lactone
influenced attractiveness when it was tested in the following combination grandisol
(A) + lactone (D) and grandisoic acid (C) + lactone (D), since both compounds alone
(A and C) were not attractive. Preliminary field tests that were performed on the
experimental station of CEPLAC, in Ouro Preto do Oeste, Rondbdnia (BR) evaluated
the attractiveness of C. humeropictus to grandisoic acid (C) and the blend grandisoic
acid (C) + lactone (D), though it was not effective. The absence of compound B
which is still in the process of identification might alter the attractiveness results of C.
humeropictus to the pheromonal mixtures both in the laboratory and in the field.

Keywords: cocoa; cupuacu; grandisol; grandisoic acid; Y tube olfactometer; field test.
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1. INTRODUCAO

A broca-do-fruto do cacau e cupuacu, Conotrachelus humeropictus Fiedler,
1940 (Coleoptera: Curculionidae) é a principal praga destas frutiferas. O dano é
ocasionado pela presenca de larvas desse colebdptero que se desenvolvem durante
este estagio dentro dos frutos. As larvas se alimentam de polpas e sementes
formando galerias, os tornando, assim, impréprios para comercializacdo. Os frutos
que apresentam as larvas sdo descartados, causando perdas severas de
produtividade (MENDES, MAGALHAES & OHASHI, 1997; AGUILAR &
GASPAROTTO, 1999; SOUZA et al., 1999).

A principal importancia econémica do cacau (Theobroma cacao Linnaeus) €
a producao de chocolate sob as mais variadas formas em todo o mundo, e também
pela utilizacdo da manteiga de cacau nas industrias farmacéuticas e de cosméticos
(FURLAN, 2013).

O cultivo do cupuacu (Theobroma grandiflorum (Wildenow ex Sprengel)
Schumann) é visto como uma das mais importantes atividades agricolas da regido
Amazobnica do Brasil em funcédo da grande aceitacdo no mercado interno e externo
da polpa in natura ou processada (SAID, 2011).

Um dos fatores limitantes para a expansao da produ¢édo do cacau e cupuacu
esta relacionado aos aspectos fitossanitarios, como o ataque de fungos e pragas
(LOPES & SILVA, 1998). O controle de pragas nessas culturas restringe-se,
basicamente, a utlizacdo de produtos quimicos. No entanto, em virtude das
limitagOes existentes ao uso de defensivos, formas alternativas que nao agridem o
ambiente sdao uma excelente opgado para reduzir a quantidade de inseticidas

aplicados nessas culturas (VILELA & MAFRA-NETO, 2001).
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No Brasil, desde a década de 1990, a descoberta de diversos feromdnios

tem se mostrado promissora no manejo de insetos pragas para um grande namero

de culturas (BENTO, 2001). A utilizacdo de feromdnios é uma alternativa no manejo

de insetos que atacam culturas e tem um papel fundamental para a reducdo

significativa do uso de agrotoxicos. Além de ndo apresentarem nenhum perigo

potencial para o0 meio ambiente, o0 seu emprego nao tem resultado em
desenvolvimento de resisténcia pelas pragas (VILELA & MAFRA-NETO, 2001).

Considerando os problemas causados pela broca-do-fruto (C. humeropictus)

em culturas de cacau e cupuacu, esta dissertacdo teve por objetivo identificar o

feromobnio emitido por este coledptero e contribuir com conhecimentos sobre a

ecologia quimica e o comportamento sexual dessa praga visando aprimorar seu

manejo nessas culturas.
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1.1. Theobroma cacao (cacau) e Theobroma grandifolium (cupuacgu): plantas

hospedeiras de Conotrachelus humeropictus e sua importancia

O género Theobroma (Malvaceae) compreende 22 espécies. Destas, dez
ocorrem no Brasil, todas restritas a Bacia Amazbnica (SILVA, VENTURIERI &
FIGUEIRA, 2004). As espécies Theobroma cacao (cacau) (Figura 1 A) e Theobroma
grandifolium (cupuacu) (Figura 1 B) sdo as duas espécies mais importantes

economicamente para o Brasil, dentro deste género (FRAIRE FILHO, s/d).

FIGURA 1. A - ARVORE DE CACAU (Theobroma cacao) B - ARVORE DE CUPUAGU (Theobroma
grandiflorum).

1.1.1. A culturado cacau (Theobroma cacao)

Dentro do género Theobroma, a espécie de maior importancia econémica é
Theobroma cacao Linnaeus, 1720 em funcéo do interesse do mercado internacional
pela producdo de chocolate, feita a partir de suas améndoas (CUATRECASAS,

1964).


http://lattes.cnpq.br/9274242771803008
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O chocolate se constitui numa fonte de carboidratos, proteinas e gorduras.
No entanto, seu consumo esta associado as suas caracteristicas organolépticas,
pois sdo encontrados nos frutos de cacau e, consequentemente, no chocolate,
estimulantes como teobromina, cafeina e teofilina (BAELO et al., 2002). A
teobromina € um alcaloide que tem o mesmo efeito estimulante da cafeina, porém
em menor escala (ETENG et al., 1997). Como remédio, a teobromina é utilizada por
apresentar determinadas reacfes no corpo humano, estimulando a circulacéo
sanguinea, a dilatacdo dos vasos e o aumento da producdo de urina, além de
relaxar musculos dos bronquiolos dos pulm&es (ETENG et al., 1997).
Apesar de T. cacao ser nativa da regido tropical das Américas, a Costa do
Marfim é o maior produtor mundial de sementes de cacau e o Brasil aparece em
sexto lugar no ranking (FAOSTAT, 2012). A producéo total de améndoas, de acordo
com os dados do Censo Agropecuario do IBGE (2006), foi de 199.172 toneladas,
sendo produzida em 74.834 estabelecimentos, que ocupam 614.197 hectares de
area plantada. Da producéao total nacional, o estado da Bahia é o maior produtor de
améndoas de cacau, contribuindo com 78,1%, seguido pelo Para, com 14,5% e, em
terceiro lugar, Rondbnia, com apenas 2,9%" (IBGE, 2006). Em comparacdo com
indicadores mais recentes da producdo agricola nacional, publicados pelo proprio
IBGE, relativos a setembro de 2013, a producdo total passou para 262.849
toneladas, representando um aumento de 24,2%, em relagéo a 2006. De outro lado,
a area ocupada pela cultura do cacau aumentou 11% neste mesmo periodo,
passando a ocupar 677.906 hectares (IBGE, 2013).
Até o final da década de 1980, o Brasil era 0 segundo maior produtor de

cacau do mundo. Porém, desde entdo, a lavoura cacaueira vem atravessando uma

1 . . ,
Dados referentes aos estabelecimentos com mais de 50 pés de cacau.
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crise, devido principalmente a problemas fitossanitarios, em particular pelo ataque do
fungo Moniliophthora perniciosa, conhecido como vassoura-de-bruxa, que afeta a
qualidade e quantidade dos frutos produzidos (SENATORE & MUNOZ, 2013). Para
reverter este quadro e fazer com que o Brasil volte a ocupar uma posicao de
destaque no mercado internacional da producédo de cacau sédo necessarias diversas

medidas, tais como:

O acesso ao crédito e garantias de venda de producédo, a construgdo de
estruturas produtivas do processo de beneficiamento da améndoa para
produtores organizados em cooperativas, a recomposi¢do do estande com
mudas de procedéncia garantida e o consorcio com espécies de valor
econdémico (SENATORE & MUNOZ, 2013, p. 26).

1.1.2. A culturado cupuagu (Theobroma grandifolium)

O cupuacguzeiro, Theobroma grandiflorum (Wildenowex Sprengel)
Schumann, 1886, € outra espécie do género com grande importancia econdmica
para a regido Amazébnica, onde a planta é naturalmente encontrada nas florestas
tropicais Umidas de terras altas, as quais ndo sao inundadas pela cheia sazonal dos
rios (SOUZA et al., 1999). No Brasil, a espécie encontra-se disseminada por toda a
Bacia Amazénica, em especial, nos estados do Pard, Acre, Rondénia, Amazonas e
norte do Maranhdo, além de em algumas regides dos estados de Sao Paulo e Bahia
(VENTURIERI, 1993).

A producéo total de frutos colhidos, de acordo com os dados do Censo
Agropecuario do IBGE (2006), foi de 3.026 toneladas, sendo produzida em 3.878
estabelecimentos. O Para é o estado brasileiro que apresenta a maior producao de
cupuacu com 59,2% da producdo nacional®> (IBGE, 2006). Na América Latina e

Caribe, o cultivo de cupuacu também pode ser encontrado ocasionalmente na

2 . . ,
Dados referentes aos estabelecimentos com mais de 50 pés de cupuacu.
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Colémbia, Costa Rica, Equador, Guiana, Venezuela, Peru, Martinica, SGo Tomeé e
Trinidad Tobago (AGUILAR & GASPAROTTO, 1999).

Segundo Said (2011), o cupuagu apresenta grande potencial para se
destacar dentre os outros frutos amazoénicos por ter uma caracteristica importante
aos olhos dos investidores econémicos: seu fruto pode ser aproveitado inteiramente
em diversos setores produtivos, como no alimenticio, cosmético e agropecuario. No
setor de cosméticos, a semente do cupuacu é prensada e dela é produzida a
manteiga, rica em dmega-9 e foto-esterdis. As sementes podem ser utilizadas na
producdo de um chocolate alternativo, chamado cupulate. As cascas também podem
ser aproveitadas como racao animal e adubo para reposicdo de nutrientes do solo,
como potéassio, ferro e manganés. Entretanto, utiliza-se em sua maioria apenas a
polpa, a qual possui grande aceitacdo no mercado e larga escala de uso pela
industria alimenticia, com extensdo no mercado nacional e internacional. Assim,
subprodutos como sementes e cascas, que poderiam ser utilizados na producéo de
outros elementos, sdo descartados, o que provoca um enfraquecimento da cadeia

de producédo desta espécie.

1.2. A broca-dos-frutos do cacau e do cupuacu, Conotrachelus humeropictus

(Coleoptera, Curculionidae)

Dentre os insetos que oferecem risco de dano econémico as culturas do
cacau e do cupuacu, a espeécie Conotrachelus humeropictus (Figura 2 A) é
considerada a principal praga por provocar prejuizos severos durante todo o ano

(THOMAZINI, 2002).
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O dano principal de C. humeropictus é causado pelas larvas (Figura 2 B),

gue permanecem dentro dos frutos durante a fase imatura, que tem duracdo média
de 26 dias. As larvas se alimentam de polpas e sementes formando galerias,
tornando assim os frutos improprios para comercializacéo (Figura 2 B) (THOMAZINI,

2002).

FIGURA 2. A - ADULTO DE Conotrachelus humeropictus. B — LARVA DE Conotrachelus
humeropictus E O DANO REALIZADO EM UM FRUTO DE CUPUACU.
FONTE 2 A: O autor (2014); 2 B: SILVA & ALFAIA (2004)

Segundo Aguilar e Gasparotto (1999), um fruto atacado pode apresentar até
33 larvas. Quando frutos novos sdo atacados, caem ao solo antes de atingir o
amadurecimento e entdo as larvas em estagio de pré-pupa saem do fruto e se
dirigem ao solo para empupar, onde permanecem por uma média de 16 dias. No
entanto, quando os frutos amadurecem ainda com a presenca das larvas,
microrganismos decompositores passam a agir, destruindo a polpa e prejudicando o
desenvolvimento das larvas (AGUILAR & GASPAROTTO, 1999).

Segundo Mendes, Garcia e Trevisan (1982), o primeiro registro da broca-do-

fruto foi feito em 1981, atacando frutos de cacau em Rondbdnia. Ocorréncias foram
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registradas também em frutos silvestres como cacaui, T. speciosum e cacaurana, T.
microcarpum (THOMAZINI, 2002). Essa coleobroca esta disseminada em regifes
onde as condi¢des climaticas sdo adequadas ao seu desenvolvimento, com médias
de temperatura variando entre 21,6 e 27,5 °C, umidade variando de 64% a 93% e
precipitacdo anual entre 1.900mm e 3.100mm (AGUILAR & GASPAROTTO, 1999).

As fémeas da broca depositam seus ovos no interior dos frutos através de
furos feitos na casca (THOMAZINI, 1998; LOPES, 2000; OLIVEIRA, 2003). Assim,
apos a eclosédo dos ovos, inicia-se o dano direto causado pelas larvas ao penetrar
no endocarpo. Alimentando-se da polpa e semente, as larvas constroem galerias
dentro do fruto até atingir seu estagio larval mais avancado quando fazem um orificio
de saida na casca do fruto e se dirigem ao solo para empupar (SILVA & ALFAIA,
2004). Este orificio pode ser local de entrada de patdgenos, consequéncia indireta
das larvas de C. humeropictus. J& os adultos se alimentam de folhas e frutos novos,
porém causando apenas dano indireto (THOMAZINI, 2002).

Os prejuizos causados pela presenca de larvas de C. humeropictus em
frutos de cacau e cupuacu podem chegar a 50% da producédo, o que foi constatado
em diversas propriedades (LOPES & SILVA, 1998; OLIVEIRA, 1998; LAKER &
TREVISAN, 1992). Em cultivos de cupuacu, normalmente sao utilizados sistemas
semi-extrativistas, sem tomar cuidado com os problemas fitossanitarios (AGUILAR &
GASPAROTTO, 1999). Nestes casos, quando ndo ha medidas basicas de controle,
a perda da produgéo pode chegar a 100% (AGUILAR & GASPAROTTO, 1999). Nao
h& estudos recentes sobre perdas na produtividade relacionadas a presenca da
broca-do-fruto.

Apesar da broca-dos-frutos do cacau e do cupuacu pertencer a mesma

espécie, alguns autores sugerem se tratar de espécies diferentes por apresentarem
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algumas diferenciacfes biolégicas, como a duracdo da fase de pupa (AGUILAR &
GASPAROTO, 1999). De acordo com um estudo genético que utilizou um gene
mitocondrial (COI) de exemplares coletados em cacau e em cupuagu, a taxa maxima
de variabilidade genética encontrada foi de 3% entre eles (MOURA, FIRMINO &
ITOYAMA, 2013). Esta taxa pode ser considerada relativamente alta por se tratar de
uma sequéncia tdo pequena de nucleotideos. Porém, considerando o COIl um gene
bem conservado entre as espécies, apenas com base nas analises de sequéncias
deste Unico gene nédo foi possivel concluir se os individuos pertencentes as duas

populacdes sdo ou nao espécies diferentes (MOURA, FIRMINO & ITOYAMA, 2013).

1.3. Métodos de controle de Conotrachelus humeropictus (Coleoptera:

Curculionidae)

O controle da broca-do-fruto restringe-se basicamente a utilizacdo de
inseticidas organofosforados (como endosulfan, metamidofés, metil paration e
fention), os quais interferem no sistema nervosos levando a morte do inseto
(SANTOS et al., 2007). Estes inseticidas sdo pouco eficientes e antieconémicos,
principalmente pelo numero exagerado de aplicacBes, eliminando juntamente a
fauna benéfica (GALLO et al., 1988; MENDES & GARCIA, 1989; AGUILAR &
GASPAROTTO, 1999). Para controlar insetos-praga da familia Curculionidae séo
utilizados inseticidas, os quais ndo tem se mostrado eficientes no controle,
principalmente, porque a maioria destes passa a parte larval dentro do tecido vegetal
do hospedeiro, como é o caso de C. humeropictus. Nestes casos, a utilizacdo de
feromo6nio se mostra uma técnica promissora dentro do Manejo Integrado de Pragas

(MIP) (VILELA & MAFRA-NETO, 2001; AMBROGI et al., 2009).
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A dificuldade de controle aumenta ainda mais pelo fato de os ovos e as
larvas serem encontrados no interior dos frutos (THOMAZINI, 2002). Além do mais,
por apresentarem habito noturno, provavelmente os adultos estejam escondidos
durante o dia, ou seja, durante a pulverizacao, dificultando o controle (AGUILAR &
GASPAROTTO, 1999).

Para a reducdo da incidéncia da broca-do-fruto através de controle cultural
recomendam-se diversas medidas como: evitar incluir nos Sistemas Agroflorestais
(SAF) outras plantas que possam sombrear as arvores de cacau e cupuagu, evitar
gue estas culturas sejam alternadas nos SAFs, fazer a quebra dos frutos longe da
area de cultivo, colher os frutos brocados, preferencialmente pela manha, apés a
colheita queimar ou enterrar os frutos em valas profundas (TREVISAN, 1989;
SOUZA et al., 1999; SILVA & ALFAIA, 2004).

O controle cultural apresenta-se como uma medida preventiva, mantendo
areas livres da presenca da broca-do-fruto, porém nao sendo eficiente, em curto
prazo, na reducéo populacional de areas infestadas (TAVARES & NUNES, 2002).

A busca por novos métodos de controle para minimizar a dispersdo e o
ataque desses insetos a cultura, além da preocupacdo de desenvolver técnicas de
controle que ndo agridam o ambiente, vem mobilizando pesquisadores a
desenvolverem técnicas alternativas de controle. Assim, investimentos em pesquisas
gue busquem novas tecnologias estdo crescendo, visando minimizar os riscos dos
defensivos agricolas (PINTO-ZEVALLOS & ZARBIN, 2013).

Segundo a definicdo da FAO, o Manejo Integrado de Pragas (MIP) reune
diversas formas de controle, como cultural, quimico, etoldgico, biolégico e associa 0
ambiente a dindmica populacional da espécie, visando manter a populagdo do

inseto-praga controlada abaixo do nivel de dano (Stern et al., 1959). O aumento
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populacional da fauna benéfica é utilizado amplamente no controle biolégico de uma
forma planejada e harmoniosa para controlar populacdes de insetos-praga. Diversos
trabalhos publicados demonstram a possibilidade de utilizacdo de patdgenos e
parasitoides no controle de C. humeropictus.

Lopes (2000) encontrou os géneros Lixophaga sp. (Diptera: Tachinidae) e
Urosigalphus sp. (Hyminoptera: Braconidae) parasitando as larvas de C.
humeropictus e concluiu que poderiam ser utilizados como uma forma de controle.

O nematdide Sterneinema carpocapsae foi analisado como um
entomopatdégeno potencial para controlar C. humeropictus, visto que este passa a
fase de pré-pupa e pupa no solo (OLIVEIRA et al., 2014).

Mendes e colaboradores (2001) compararam e avaliaram a eficiéncia dos
fungos Metarhizium anisopliae e Bauveria bassiana, que ja haviam sido encontrados
infectando larvas e adultos de C. humeropictus, e constataram que B. bassiana
apresentou maior mortalidade de larvas (52%), podendo ser utilizado no controle da

broca.

1.4. Ecologia quimica aplicada a agricultura

A ecologia quimica € uma éarea recente e multidisciplinar que estuda a
interagdo entre organismos e outros organismos e seu ambiente, considerando
moléculas quimicas como mediadores destas interacdes, revelando uma area
recente no contexto cientifico. No ambito entomoldgico, a ecologia quimica surge
como uma nova ciéncia que tem o objetivo de garantir a producgdo alimenticia sem
agredir o meio e equilibrando o ambiente com a presenca da entomofauna benéfica

de predadores e parasitoides (PINTO-ZEVALLOS & ZARBIN, 2013).
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A utilizacdo de feromdnios produzidos por insetos e aplicados as culturas,

surge como alternativa no controle de insetos-praga de diversos cultivos. Apos a
identificacdo dos compostos feromonais, a atividade biolégica destes compostos em
relacdo ao inseto é comprovada através de bioensaios. Os bioensaios sao
experimentos que permitem determinar o papel destas substancias em um contexto
biolégico, ecolégico e/ou evolutivo (TRIGO et al., 2000). Posteriormente podem ser
sintetizados e utilizados em campo como controle de pragas, por meio da

comunicacao intraespecifica (TRIGO et al., 2000).

1.4.1. Comunicac¢édo quimica dos insetos

No processo de comunicacdo os insetos utilizam estimulos mecéanicos
(sensilas tricoides, proprioceptores, timpanica e vibracional), estimulos térmicos
(através de termorreceptores) e quimicos (por quimiorreceptores) (GULLAN &
CRANSTON, 2012). Entre esses estimulos, 0os quimicos sdo essenciais para que
insetos possam desenvolver funcdes vitais como: localizacdo de alimento,
percepcdo do ambiente, encontro do parceiro para copula, defesa contra predadores
e encontro do local ideal para de oviposi¢ao (VILELA & DELLA LUCIA, 2001).

Os semioquimicos (do grego semeion = sinal), também chamados de
infoquimicos, séo substancias quimicas produzidas por um organismo e percebidas
por outros através de sensilas olfativas. Esta percepcdo ocasiona uma resposta
comportamental ou fisiolégica no organismo, a qual pode ser vantajosa ou
desvantajosa, ocorrendo, assim, a comunicagao.

Esta comunicacdo pode ocorrer entre individuos da mesma espécie

(comunicagdo intraespecifica) ou entre individuos de espécies diferentes
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(comunicacédo interespecifica). A comunicacdo interespecifica é mediada por
aleloguimicos, os quais podem ser classificados em: alomonios, cairoménios e
sinomoénios. Os semioquimicos sdo chamados de aloménios quando oferece
vantagem apenas ao organismo que 0s emitem. Em contrapartida, os cairomonios
sdo aqueles que oferecem vantagem ao organismo que o0s percebem. Sinoménios
sao aqueles que sao favoraveis tanto ao individuo que libera quanto ao que percebe.
Quando a comunicacédo ocorre entre individuos da mesma espécie, sdo chamados

feromonios (TRIGO et al., 2000).

1.4.1.1. FeromoOnios

A origem etimoldgica do termo feroménio deriva do grego, em que pherein
significa transmitir e horman estimular, ou seja, um sinal quimico produzido que,
quando transmitido, desencadeia um estimulo em outro individuo da mesma espécie
(LEAL, 2013).

O primeiro feroménio identificado foi o0 de Bombyx mori Linnaeus, 1758,
bicho-da-seda, em 1959, sendo a estrutura um &lcool primario de cadeia longa
(BUTENANDT et al., 1959). Desde entdo, diversas estruturas moleculares foram
identificadas para varias espécies.

Os feroménios séo classificados de acordo com a resposta desencadeada
em outros organismos. Por exemplo: no encontro de parceiros para coOpula, o
feromonio é sexual; o feroménio de trilha é produzido para que os outros individuos
da mesma espécie encontrem o caminho ou trilha percorrida; o feroménio de alarme

tem a finalidade de alertar a presenca de um predador. Este meio de comunicagao
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pode ser fundamental para o desenvolvimento de diversas func¢des vitais (VILELA &
DELLA LUCIA, 2001).

Uma vez identificado o feroménio de uma espécie, sdo realizados testes de
atratividade em campo e em laboratério. Para que estes simulem com maior
fidelidade a emissdo de feroménio por um inseto € necessario conhecer os habitos
da espécie, em qual fase do dia (clara ou escura) ocorre a emissdo, a quantidade
destes compostos e a proporcdo entre eles. A eletroantenografia € uma técnica
complementar para estudar o reconhecimento dos compostos pelo inseto através da
antena, entretanto, ndo € possivel saber o papel destes compostos na atividade do
inseto (THOMAZINI, 2009). Apés comprovada a eficiéncia na atratividade o
feromoénio pode ser utilizado de forma sintética como um instrumento de manejo de
insetos-praga na agricultura. Essa ferramenta surge como uma forma de controle
alternativo, podendo ser utilizada no monitoramento, coleta massal e confuséo
sexual do inseto (ZARBIN, 2001). As formas de controle utilizando feromonio sédo as
seguintes:

A fim de monitorar a espécie em uma determinada area, utiliza-se a atracao
através de armadilhas com feromdnio, auxiliando o produtor na tomada de decisao
sobre o manejo adequado. Armadilhas também podem ser instaladas para captura
massal, quando o objetivo € a efetiva reducdo populacional, na qual uma armadilha
contendo inseticida. Outra técnica é a de confusdo sexual, com a qual sdo instalados
em varios pontos, liberadores com feromoénio sexual com a finalidade de saturar o
ambiente. Assim, 0s casais ndo se encontram e a coOpula ndo ocorre, diminuindo
gradativamente a populacgéo.

A utilizacdo de ferombnio de agregacdo aplicado na agricultura tem

contribuido para o controle de diversas espécies de brocas pertencentes a familia
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Curculionidae. No controle destas, tem se mostrado mais eficiente que métodos
tradicionais de controle quimico, sendo utilizado através da técnica de captura
massal (OEHLSCHLAGER, 1993; AMBROGI et al., 2009).

As estruturas moleculares dos feromoénios apresentam uma diversidade de
caracteristicas que as diferenciam entre si, tais como sua volatilidade e estabilidade,
sendo estas caracteristicas fundamentais para 0 sucesso da comunicag¢do. No caso
do feromoénio de trilha, as estruturas moleculares devem ser estaveis e pouco
volateis, de maneira que tenham maior durabilidade no ambiente. Em contrapartida,
um feroménio de alarme, deve ter baixo peso molecular, sendo altamente volatil,
para provocar uma rapida resposta em funcdo da presenca de uma ameaca externa
(THOMAZINI, 2009).

Sendo o feroménio constituido por moléculas simples ou complexas, o0s
insetos fitofagos normalmente sequestram essas moléculas do alimento e as utilizam
para sua comunicagao ou entdo adquirem do alimento estruturas primordiais para a
sintese da molécula final do feroménio (REDDY & GUERRERO, 2004). Assim, sem
o alimento, ha um desfalque na producdo do feromdnio, sendo que em alguns
casos, como ocorre com a mariposa Helicoverpa zea Boddie, 1850 (Lepidoptera:
Noctuidae), quando desprovidas da planta hospedeira, ndo apresentaram atividade
reprodutiva, nem mesmo a producédo de feromdnio (RAINA, KINGAN & MATTOO,
1992; AMBROGI & ZARBIN, 2008).

Em outros casos, moléculas ingeridas na fase larval sdo armazenadas e ao
atingir a fase reprodutiva sédo utilizadas como precursores de feromdnios sexuais e
interacdo durante a corte, podendo ser chamados farmacofagos; como é o caso de
Archips semiferana, a lagarta enroladeira de folhas de carvalho (HENDRY,

WICHMANN & HINDENLANG, 1975). No caso de armazenamento durante a fase
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larval, & evolutivamente vantajoso para os lepidopteros, uma vez que durante a fase
adulta sua funcéo é reproduzir e deve se alimentar pouco (CERUTI, 2007; HENDRY,
WICHMANN & HINDENLANG, 1975).

O feromoénio é constituido normalmente por uma mistura de compostos
quimicos produzidos por apenas um dos sexos (SEYBOLD & VANDERWEL, 2003) e
reconhecida como tal apenas por individuos da mesma espécie. Essa especificidade
no reconhecimento do feromdénio ocorre de maneira que duas espécies podem
produzir o0s mesmos compostos, porém em proporcoes diferentes. Neste caso, a
espécie apenas reconhece seu feroménio na devida proporcdo a qual € liberada
pela sua espécie, ndo respondendo da mesma maneira quando a proporcéao varia,
no caso de ser liberado por outras espécies (THOMAZINI, 2009). Esta especificidade
também pode ser determinada pela configuracédo absoluta da molécula, ou seja, se
uma molécula tem um centro quiral, a mesma molécula pode apresentar dois
isbmeros diferentes, podendo ser um dos isbmeros produzido e reconhecido por
uma espécie, e o outro isdbmero, produzido e reconhecido apenas por outra espécie
(THOMAZINI, 2009). A Figura 3 representa um exemplo de molécula quiral, com

apenas um centro quiral.

OH OH
(R)-(-)-sulcatol (S)-(+)-sulcatol

FIGURA 3. EXEMPLO DE ESTRUTURAS QUIRAIS: MOLECULA DE SULCATOL, FEROMONIO DE
Gnathotrichus materiarius E G. sulcatus.
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Por apresentar tamanha especificidade, a utilizacdo de feromoénios nas
praticas da producéo agricola auxilia no controle de determinados insetos-praga. O
emprego de ferombnio no controle de insetos presentes em altos niveis
populacionais € bem sucedido para diversas espécies, como Spodoptera frugiperda
Smith, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae), Cydia pomonella Linnaeus, 1758
(Lepidoptera: Tortricidae), Grapholita molesta Busck, 1916 (Lepidoptera: Tortricidae)
e Anthonomus grandis Boheman, 1843 (Coleoptera: Curculionidae), dos quais séo
comercializados atrativos sintéticos para utilizacdo no campo. Desta forma, utiliza-se
de uma técnica que ndo agride o ambiente para controlar a superpopulacdo de
determinadas espécies, permitindo, assim, que de uma forma mais natural o
equilibro ambiental da entomofauna se restabeleca no meio (ZARBIN &

RODRIGUES, 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar o sistema de comunicacdo quimica da broca do cacau e do
cupuacu, visando contribuir com conhecimentos para o manejo de Conotrachelus

humeropictus nas duas culturas.

2.2. Objetivos Especificos

o Identificar e analisar compostos volateis sexo-especificos.

o Determinar o horario de emissdo do ferombnio e quantificar o
composto majoritario durante o fotoperiodo (fotofase/ escotofase).

. Testar armadilhas de captura em ensaios de campo com 0S
componentes identificados da mistura feromonal

o Conhecer a atratividade dos compostos identificados, isolados e em

diferentes misturas, em condi¢des laboratoriais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Insetos

Os insetos utilizados nos experimentos em laboratorio foram coletados em
plantacdes de cacau e cupuacu nos anos de 2013 e 2014 em colaboracdo com a
CEPLAC (Comissao Executiva do Plano da Lavoura Cacaueira), no municipio de
Arquimedes, localizado na regido Centro-Norte do estado de Rondbénia, na
Amazoénia brasileira. Para a coleta, utilizou-se o método do sacolejo, descrito por
Trevisan (1989), no qual uma tela € alocada na projecdo da copa da arvore que €,
em seguida, sacodida. Em funcdo dos insetos apresentarem comportamento de
tanatose quando se sentem ameacados, eles sdo coletados no momento em que se
jogam ao chéo fingindo-se de mortos.

ApoOs a coleta, os insetos foram enviados a Universidade Federal do Parana
e mantidos no Laboratério de Semioquimicos, Departamento de Quimica, em caixas
plasticas do tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), em grupos de no maximo 15 insetos,
separados por sexo.

A separacao dos sexos foi feita com base em diferencas no ultimo segmento
abdominal. Os insetos machos apresentam seis segmentos abdominais e, no ultimo
segmento, ha uma depresséo na area central (Figura 4 A). As fémeas, no entanto,
apresentam cinco segmentos e, no Uultimo, além de uma depressdo central,
encontram-se duas depressoes laterais (Figura 4 B) (SILVA & ALFAIA, 2004).

Como fonte de alimento foi fornecido um pedago de cana-de-agucar fresco

(OLIVEIRA, 1998), sendo este substituido a cada semana ou mesmo antes, se
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necessario. Para manter a umidade no ambiente, um pedaco de algoddo umedecido

foi depositado em cada caixa.

FIGURA 4. DIMORFISMO SEXUAL DE Conotrachelus humeropictus, BASEADO NA
DIFERENCIACAO DOS SEGMENTOS ABDOMINAIS ENTRE MACHOS (A) (SETA INDICANDO O 6°
SEGMENTO ABDOMINAL PRESENTE APENAS NOS MACHOS) E FEMEAS (B) (SETA
INDICANDO O 5° SEGMENTO ABDOMINAL DAS FEMEAS).

FONTE: O autor (2014)

3.2. Coletade Volateis

Os volateis foram obtidos no Laborat6rio de Semioquimicos utilizando-se um
sistema de aeracdo que consiste em um fluxo de ar continuo, umidificado e filtrado
em carvao ativo, que atravessa uma camara de vidro (37 x 4 cm) e carrega consigo
0s compostos emitidos pelos insetos e pela fonte alimentar até a extremidade oposta
da cAmara, na qual esta alocada uma coluna contendo polimero adsorvente (20mg —
HayeSep) (Figura 5 A).

As coletas de volateis foram realizadas em sala climatizada (T: 25 + 2 °C)
com fotoperiodo 12L:12E. Para coletar os volateis, grupos de seis individuos
separados por sexo foram mantidos em camaras de aeracdo juntamente com
pedacos de cana-de-agucar (aproximadamente 10 cm de comprimento do colmo

repartido ao meio) como fonte alimentar, sendo o fluxo de ar de 1L/min/camara.
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Apés um periodo determinado de 12, 24 ou 48 horas, 400 pyL de solvente (hexano
bidestilado) foram utilizados para a dessorcdo dos compostos fixados em cada
coluna, formando, assim, extratos de machos e fémeas (Figura 5 B). Estes extratos
foram mantidos em frascos de vidro com capacidade maxima de 2 mL, vedados,
identificados (Figura 5 B) e, posteriormente, concentrados para 60uL (10 pl/inseto),

utilizando fluxo minimo de ar comprimido filtrado com carvao ativo.

FIGURA 5. A. SISTEMA DE AERACAO DE MACHOS E FEMEAS SEPARADOS, JUNTAMENTE
COM CANA-DE-ACUCAR COMO FONTE ALIMENTAR. B. PROCESSO DE DESSORCAO DOS
COMPOSTOS VOLATEIS: (ACIMA) COLUNA COM POLIMERO ADSORVENTE (ABAIXO) O
EXTRATO FORMADO.
FONTE: O autor (2014)

3.3. Analises do perfil de volateis de machos e fémeas

O perfil de volateis de machos e fémeas foi analisado usando uma aliquota
de 1 pL de cada extrato em cromatografia gasosa (CG) (GC-2010 - Shimadzu) e,
através da comparacdo dos cromatogramas de machos e fémeas, para detectar
compostos sexo-especificos. Apos a deteccdo de compostos sexo-especificos, 0s

extratos foram analisados em equipamento de cromatografia gasosa acoplado a



32
espectrometro de massas (CG-MS) (GC-MS-QP 2010 Plus - Shimadzu). Para tal, foi
utilizado o método splitless e injetor com temperatura de 250 °C. A temperatura da
coluna foi mantida em 50 °C por 1 minuto e elevada até 250 °C, com taxa de 7 °C
min™ e mantida por 10 minutos. Foi utilizada a coluna RTX-5 (30m x 0,25mm i.d. e
0,25 pm de espessura de filme; Restek, Bellefonte, Pennsylvania, USA) nos
equipamentos de CG e CG-MS. Hélio foi empregado como gas de arraste e na

coluna a pressao utilizada foi de 170 kPa.

3.3.1. Quantificacdo do composto majoritario

Para determinar a quantidade diaria do composto majoritario emitido por
machos de C. humeropictus, foram coletados extratos de aeragdes de seis machos
durante 24 horas. Para a quantificacdo deste composto, foi utilizado um padrdo do
hidrocarboneto tetradecano (C14) cuja area conhecida foi comparada com as areas
do composto majoritario sexo-especificos presente nos extratos. Além disso, uma
curva analitica foi realizada utilizando o acido grandiséico como padrdo externo em

concentracdes de 10, 25, 50, 75 pg.mL™.

3.3.2. Quantificacao por fotoperiodo
O periodo de maior liberacdo do feromdnio foi constatado através de
guantificacdes de extratos de aeracfes de seis machos de C. humeropictus durante
o fotoperiodo (12L:12E). A quantificacdo foi realizada com base no composto
majoritario. O padrao interno tetradecano (C14) em uma concentracao de 25 ppm foi

utilizado para comparacéo de areas.
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3.4. Identificacdo dos Compostos Feromonais

Os compostos presentes na mistura feromonal foram identificados através
de andlises comparativas de espectros de massas, juntamente com coinjecbes de
padrdes sintéticos. O indice de Kovats dos compostos foi calculado utilizando uma
série de hidrocarbonetos saturados (C10-C26) através de coinjecbes com as
amostras em GC.

As propostas estruturais iniciais dos compostos feromonais de C.
humeropictus foram baseadas em andalises de espectros de massas de cada
composto, comparando os padrdes de fragmentacdo com padrdes de compostos
sintéticos.

Padrdes sintéticos do &cido grandisoico, +-grandisol e 1R,2S-(+)-grandisol,
foram cedidos pelo Prof. Kenji Mori, da Universidade de Toquio, Japao. A lactona

(composto D) foi sintetizada em laboratério conforme metodologia descrita abaixo.

3.4.1. Reacdao de ciclizacdo do acido grandisdico

Para comprovar a estrutura molecular do composto D foi realizada a reacao
de cliclizacdo do acido grandisodico. O produto da reacao foi entdo comparado com o
extrato natural. Para esta reacao foi realizado o seguinte procedimento:

Em um vial, contendo 20 mg de acido grandisoico e 100 pL de metanol, foi
adicionado 50 pL de HBr 48%. A solucdo foi mantida em temperatura ambiente por
uma hora em agitacdo magnética. Posteriormente, 100 uL de solugédo saturada de
NaHCO; foi adicionada e depois a mistura foi extraida com hexano. As camadas

organicas foram secas usando MgSQO, anidro e, entdo, o solvente foi removido.
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3.4.2. Microderivatizacdo: Reducao do acido grandisoico para o grandisol

Para determinar a configuracédo absoluta do acido grandiséico, uma amostra
do extrato natural contendo o acido foi reduzida para o alcool grandisol. Esta
amostra reduzida foi entdo comparada com amostras de padrdo sintético de
grandisol, por haver disponivel apenas amostra de isbmero de grandisol. Para isso,
empregou-se o seguinte procedimento:

Foi diluido 30 yL de um extrato natural (proveniente de aeracdo de seis
machos) em 30 pL de éter etilico e, posteriormente, foi adicionado 30 yL de uma
suspensao de LiAIH; (1 mg em 100 pL de éter etilico) em temperatura ambiente.
Apoés cinco minutos, foi adicionado 50 pL de uma solucdo saturada de NH4CI.
Posteriormente, a fase aquosa foi extraida com duas por¢cdes de éter etilico. Depois
de filtrada, a amostra foi analisada em GC-MS.

Para a determinacdo da configuracdo absoluta das moléculas, as analises
de quiralidade dos compostos foram realizadas em GC equipado com coluna de fase

estacionaria quiral (B-ciclodextrina) em uma isoterma a 110 °C.

3.5. Atividade bioldgica de C. humeropictus mediante os compostos

sintetizados

Os compostos identificados foram testados em laboratério de duas formas:
bioensaios, utilizando um olfatbmetro de dupla escolha tipo “Y” e a técnica de
eletroantenografia, empregando um equipamento eletroantenogréafico acoplado a um

cromatografo em fase gasosa.
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Os compostos sintetizados foram testados também em campo, utilizando-os

como atrativos em armadilhas tipo BW fabricadas pela ISCA Tecnologies, Inc..

3.5.1. Bioensaios

Para testar a atratividade de machos e fémeas em laboratorio aos
compostos macho-especificos foi utilizado um olfatdbmetro em “Y” de vidro (30 x 2
cm) (Figura 6). Neste sistema, um fluxo continuo de ar umidificado e filtrado em
carvao ativo atravessa os dois bracos do tubo até a extremidade oposta (Sentido B e
C para A). No lado oposto, um inseto foi colocado na extremidade A. O inseto
testado deve dirigir-se até a extremidade de um dos bracos do olfatbmetro para ser
computada a escolha. Em um dos bracos do olfatémetro (B ou C) é colocado um dos
tratamentos em um pedaco de papel filtro (0,5 x 1 c¢cm) e no outro o controle
(hexano). Os testes foram realizados durante o periodo de maior liberacdo do
feromonio, usando o olfatbmetro em posicéo horizontal, sendo invertida a posi¢do a
cada cinco repeticdes para evitar erro de preferéncia. O tubo em Y foi lavado apos
cada bioensaio para evitar residuos e possiveis erros em testes seguintes. O tempo

maximo delimitado de observacao foi de 10 minutos para cada individuo.
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FIGURA 6. OLFATOMETRO TIPO “Y” UTILIZADO PARA TESTAR ATRATIVIDADE DOS INSETOS
AOS COMPOSTOS SINTETICOS IDENTIFICADOS DA SUA MISTURA FEROMONAL DE
Conotrachelus humeropictus.

Fonte: O autor (2014)

Para testar a propagacdo dos compostos dentro do tubo, realizou-se uma
simulacdo com a producdo de uma pluma de fumaca através de uma mistura de
acido cloridrico e hidroxido de amoénio (BAKER & LINN, 1984). O fluxo de ar
determinado foi de 1,5 L/min.

Apés a identificacdo do periodo de maior emissdo de volateis foram
realizados testes de atratividade, inicialmente em laboratorio, utilizando um
olfatbmetro de tubo em “Y”, sendo experimentados o0s compostos sintetizados.
Posteriormente, os testes foram feitos em campo.

Os bioensaios foram realizados no periodo de maior atividade dos insetos,

em sala climatizada com umidificador e aquecedor para simular um ambiente quente
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e umido (UR: 70 £+ 5 % e T: 27 = 2 °C), mais proximo as condicfes climaticas
encontradas na regido de origem de C. humeropictus.

Os compostos macho-especificos identificados foram testados de forma
isolados e combinados entre si contra o controle, totalizando sete tratamentos,
sendo testados 40 machos e 40 fémeas para cada tratamento. Os compostos A, C e
D foram utilizados nos testes, na forma sintética, com concentracdes de 50, 100 e 1
ppm, respectivamente. Estes extratos sintéticos testados continham os compostos
na forma racémica. No mesmo papel filtro dos tratamentos e do controle foi
adicionado um extrato contendo os volateis provenientes de aeracdo (48 h — 100 pL)
da fonte alimentar (cana-de-agucar). Os tratamentos testados foram os seguintes:

Ext. F.A. + Gsol x Ext. F.A.

Ext. F.A. + AG x Ext. F.A.

Ext. F.A. + Lac x Ext. F.A.

Ext. F.A. + Gsol + AG x Ext. F.A.

Ext. F.A. + Gsol + Lac x Ext. F.A.

Ext. F.A. + AG + Lac x Ext. F.A.

Ext. F.A. + Gsol + AG + Lac x Ext. F.A.

[Composto A, Grandisol (Gsol); Composto C, Acido grandisdico (AG) e

Composto D, Lactona (Lac), Extrato da fonte alimentar (Ext. F.A.)].

Para cada tratamento, 3 pL de solugc&o foram impregnados em papel filtro de
dimensdes 1 x 0,5 cm. Foi adicionada a mesma quantidade de extrato de volateis de
cana-de-agucar. Para o controle, foram adicionados 3 pL de volateis de cana-de-

acucar e 3 UL de hexano, o mesmo solvente utilizado nas solu¢des dos compostos
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sintetizados. Para isso foi utilizada uma microseringa Hamilton com volume maximo

de 10 pL.

3.5.2. Eletroantenografia (EAG)

A eletroantenografia € uma técnica complementar para estudar a atividade
de C. humeropictus mediante os compostos. Os compostos foram analisados
utilizando um cromatégrafo em fase gasosa (GC) Shimadzu GC-2010 acoplado a um
equipamento eletroantenografico Syntech (Hilversum, Holanda). O GC estava
equipado com uma coluna RTX-5 (30 m x 0,25 mm d.i. € 0,25 ym de espessura de
filme; J&W Scientific Inc., EUA). Foi analisada uma aliquota de 1 uyL de cada
amostra padrdo empregando o modo splitless com a temperatura do injetor a 250
°C. A temperatura do forno foi mantida a 50 °C por 1 minuto, aumentada para 250 °C
em uma velocidade de 7 °C min-1, sendo mantida nesta temperatura por 10 min.
Hélio foi usado como gas carregador e a pressdo na coluna foi de 170 kPa. O
efluente da coluna foi dividido em uma razéo 3:1 com trés partes indo para a linha de
transferéncia aquecida e com uma corrente de ar umidificado seguindo diretamente
para a antena, e uma parte indo para o detector de ionizacdo em chama (FID). A
antena foi fixada entre dois eletrodos de aco inox usando gel condutor (Signa gel,
Parker Labs., EUA).

Foram testadas antenas de machos e fémeas para os compostos grandisol
acido grandisoico e lactona em concentragdes de 50, 100 e 1 ppm, respectivamente.
Estes extratos sintéticos testados continham os compostos na forma racémica. Os
eletroantenogramas do sistema de eletroantenografia acoplado ao cromatégrafo em

fase gasosa foram visualizados com o programa Syntech GC-EAD32 (versao 4.6).
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3.5.3. Teste de campo

Foi realizado um teste de campo para avaliar a atratividade de C.
humeropictus para dois dos trés compostos identificados. O teste foi realizado em
agosto de 2014, na estacdo experimental da CEPLAC (Comissao Executiva do
Plano da Lavoura Cacaueira), localizada as margens da BR 364, no municipio de
Ouro Preto do Oeste em Rondodnia, latitude 10°44'30”S e longitude 62°13'30"W.

Para os testes de atracado das iscas sete arvores de cacau foram teladas. As
arvores com idade uniforme de 15 anos e com altura aproximada de 3 metros foram
totalmente isoladas em uma gaiola com armacdo de madeira de 12 cm de largura e
tela sintética tipo sombrite de 18% de sombreamento (Figura 7 A). Em cada arvore
foram colocados 120 insetos capturados no campo, na proporcao de 60 machos e
60 fémeas por arvore. Os insetos foram colocados nas arvores 24 horas antes da
disponibilizacdo da armadilha.

As armadilhas utilizadas foram do tipo BW fabricada pela empresa ISCA
Technologies, Inc., as quais sao utilizadas para a captura de bicudo do algodoeiro,
Anthomonus grandis. As armadilhas contendo uma isca de cada tratamento foram
afixadas com auxilio de uma vara de madeira de 1,54 metros dentro das gaiolas
onde anteriormente foram colocados os insetos (Figura 7 B). Apos 24, 48 e 72 horas
foram realizadas vistorias para constatacao de captura.

Os tratamentos foram feitos com base em dois compostos: o &cido
grandisdico (GA — composto C) e a lactona (Lac — composto D). Para todos os
tratamentos, também foi depositado, como isca alimentar, um pedaco de fruto de

cacau. Na armadilha controle foi fornecido apenas um pedaco de fruto de cacau.
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Nas iscas foram impregnados os compostos sintéticos na forma racémica. As iscas
foram mantidas em refrigerador (T: 5 + 2 °C) até a sua utilizacdo em campo.

Os compostos sintéticos foram impregnados em difusor, de material
semelhante a um tecido de feltro, de formato circular de aproximadamente 0,5 cm de
diametro. A isca foi produzida pela Chemtica International, S. A., na Costa Rica.

Os tratamentos testados foram:

Tratamento 1 — GA — isca com 3 mg do composto sintético.
Tratamento 2 — GA + Lac — isca com 8 mg de cada composto sintético.

Tratamento 3 — Controle - contendo apenas um pedaco de fruto de cacau.

FIGURA 7. A. AREA DE ISOLAMENTO DE ARVORE DE CACAU NO CAMPO EXPERIMENTAL DA
CEPLAC, EM OURO PRETO DO OESTE (RO). B. ARMADILHA UTILIZADA PARA CAPTURA DOS
INSETOS.

FONTE: Rodrigues, M.A.C.M. (2014)

3.6. Analises estatisticas

Para avaliar o periodo de maxima liberacédo de feromdnio, durante a fotofase

e/ou escotofase, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de
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Tukey. Os testes de bioensaios utilizando olfatbmetro foram comparados pelo teste
de X?. Para hipétese nula foi considerada uma distribuicdo de 50:50.

Andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa BioStat 3.0

(AYRES et al., 2003) com nivel de significancia de p < 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1. Analise e identificacdo dos compostos macho-especificos de

Conotrachelus humeropictus

Apés um més de extracdes e andlises diarias dos extratos, 0s insetos
iniciaram a liberacdo de feromdnio, o que foi possivel observar através da
comparacao dos perfis de volateis de machos e fémeas. Essas comparacfes
demonstraram a presenca de quatro compostos volateis produzidos unicamente
pelos machos: A, B, C e D (Figura 8). Entretanto, ndo houve um padrdo na
frequéncia de liberacdo desses compostos, nem mesmo na proporcao entre eles. A
figura 8 demonstra o perfil de liberacdo mais representativo dos compostos liberados
por machos e a auséncia destes no perfil de volateis de fémeas. Por conta disso,
nao foi possivel a utilizacdo dos extratos naturais para os bioensaios, pois sendo
testados extratos diferentes, as respostas ndo poderiam ser comparadas. Uma vez
que os extratos foram concentrados para 60 pL (10 pL.inseto™), apenas um extrato

seria insuficiente para realizacao de todos os testes em laboratério.
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FIGURA 8. COMPARACAO DOS CROMATOGRAMAS DE EXTRATOS DE AERACAO (48 HORAS)
DE MACHOS (ACIMA) (N=6) E FEMEAS (ABAIXO) (N=6) DE Conotrachelus humeropictus.

4.1.1. Composto A

O tempo de retencdo (tg) do composto A foi de 11,3 minutos na coluna
utilizada, e o indice de retencao de Kovats (KI) de 1215. O espectro de massas do
composto A € mostrado na Figura 9 e apresenta o seguinte padrdo de
fragmentacao: m/z (%) — 154 (1), 139 (5), 109 (31), 68 (100), 67 (72), 41 (27). Este
padrdo mostrou alta similaridade com o grandisol. Apés a andlise do padrdo
comercial do monoterpeno grandisol e da comparagéo do seu tempo de retencéo e
espectro de massas com os do composto A presente nos extratos de machos, a

identificacéo foi confirmada.
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FIGURA 9. ESPECTRO DE MASSAS DO COMPOSTO A, GRANDISOL.

A molécula apresenta dois centros quirais e, para a determinacdo da
configuragéo absoluta da estrutura natural emitida por machos de C. humeropictus,
foram realizadas comparacdes com o padrdo sintético comercial racémico e o
isbmero 1R,2S-grandisol. As andlises na coluna de fase estacionéaria quiral (8-
ciclodextrina) permitiram deduzir que o grandisol presente no extrato natural coeluiu
com o isbmero 1R,2S-grandisol (Figura 10), comprovando a disposi¢cao espacial dos

atomos desta molécula: 1R,2S-grandisol.
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FIGURA 10. ANAL!SES COMPARATIVAS DA QUIRALIDADE DO COMPOSTO NATURAL COM
AMOSTRAS SINTETICAS DE GRANDISOL (ISOMERO 1R2S E MISTURA RACEMICA) EM
COLUNA QUIRAL.

4.1.2. Composto B

O composto B apresentou tg em 12,0 minutos na coluna utilizada e Kl de
1252. O espectro de massas apresentou fragmentos caracteristicos, os quais
sugerem se tratar de um composto derivado do acido grandisoico. Porém, o padrdo
de fragmentacdo deste composto indica se tratar de um composto inédito, por nao
haver descricdo de um composto com espectro de massas semelhante.

Os estudos de identificacdo sugerem algumas ideias acerca da estrutura
molecular. No entanto, para a confirmacdo desta hipotese, € necessaria a sintese
das estruturas moleculares, atividade relativamente complexa para o ambito desta

dissertagao, pois isto implica em um trabalho de longa duracéo a ser realizado.
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4.1.3. Composto C

O composto majoritario apresentou tr em 12,6 minutos e Kl de 1287. O
espectro de massas deste composto apresentou o0 seguinte padrdo de
fragmentacao: m/z (%) 168 (1), 153 (7), 125 (9), 108 (34), 68 (100), 41 (16) (Figura
11). A biblioteca de espectro de massas NIST mostrou alta similaridade com o
composto acido grandisdico. Além dessa similaridade, a molécula proposta
apresenta deformacdo do pico do tipo fronting, tipico para &cidos carboxilicos
(Figuras 8 e 14). Para a confirmacédo da estrutura da molécula, o extrato natural de
machos contendo o composto C foi comparado com um padrdo sintético comercial
do composto acido grandiséico. Comparando os tempos de retencéo e 0s espectros
de massas, foi confirmada a estrutura molecular do composto C como &acido

grandiséico.
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FIGURA 11. ESPECTRO DE MASSAS DO COMPOSTO C, ACIDO GRANDISOICO.

A molécula do acido grandisoéico apresenta dois centros quirais, assim como
o grandisol e, para a determinagdo da configuracdo absoluta deste composto, uma
amostra de extrato natural de machos foi reduzida para o alcool grandisol. Por haver

disponibilidade apenas de um dos isébmeros do grandisol (1R,2S-grandisol) foi feita
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uma reacao de reducao do acido grandisoico para o alcool, utilizando hidreto de litio
e aluminio e, entdo, feitas comparacbes com injecdes em coluna de fase
estacionaria quiral. Analises demonstraram a coeluicdo do extrato reduzido com o
isbmero 1R,2S-grandisol, demostrando, assim, que o acido grandisdico apresenta a

mesma configuracdo absoluta do grandisol (Figura 12).
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FIGURA 12. ANALISES COMPARATIVAS DA QUIRALIDADE DO COMPOSTO NATURAL
REDUZIDO COM AMOSTRAS SINTETICAS DE GRANDISOL (ISOMERO 1R2S E MISTURA
RACEMICA) EM COLUNA QUIRAL.

4.1.4. Composto D

O composto minoritario apresentou tg em 13 minutos na coluna utilizada, e
Kl de 1336. O espectro de massas do composto D (Figura 13) apresenta o seguinte
padrao de fragmentacdo: m/z (%) 168 (1), 153 (7), 140 (22), 125 (100), 69 (29), 43
(27). Este padrao de fragmentacdo sugeriu se tratar de um composto derivado do

acido grandisodico (composto C). Porém, este padrdo de fragmentacdo € diferente
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dos compostos ja relacionados com o acido grandisoico, sugerindo ser um composto
inédito. Por apresentar o fragmento m/z 125, sugeriu se tratar de uma lactona, sendo
a proposta inicial a de uma lactona derivada da ciclizacdo do acido grandisdico. O
produto da reacédo de ciclizacéo foi analisado em GC-MS e, comparando o espectro
de massas e tg com o composto natural, foi comprovado que o composto D é o

2,2,6-trimetll-oxabiclclo[4.2.0]octan-4-ona.
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FIGURA 13. ESPECTRO DE MASSAS DO COMPOSTO D, UM COMPOSTO INEDITO, 2,2,6-
TRIMETIL-OXABICICLO[4.2.0]OCTAN-4-ONA.

A configuracdo absoluta ndo foi determinada devido a baixa concentra¢édo do
composto D nos extratos. Uma vez que a biossintese da lactona deve estar
relacionada com a do grandisol e acido grandisdico, é esperada que a configuracéo
absoluta da lactona também seja 1R,2S.

Os compostos identificados, grandisol, acido grandisoico e a lactona (Figura
14), compdem um complexo de compostos derivados do grandisol, juntamente com

outros compostos como grandisal e grandlure.



3
N
ha

100 125 10 175 200
Tempo de Retengao (min.)

FIGURA 14. PERFIL CROMATOGRAFICO DE VOLATEIS DE MACHOS E FEMEAS DE
Conotrachelus humeropictus, INDICANDO NOS COMPOSTOS A (GRANDISOL), C (ACIDO
GRANDISOICO) E D (LACTONA) AS ESTRUTURAS MOLECULARES DOS COMPOSTOS MACHO-
ESPECIFICOS IDENTIFICADOS.

4.2. Avaliacdo da atividade biolégica de C. humeropictus mediante os

compostos sintetizados

Os compostos identificados foram testados em laboratdrio através de
bioensaios. Foram utilizados apenas 0os compostos na forma sintética. Em campo, 0s
compostos sintetizados foram testados como atrativos em armadilhas.

A técnica de eletroantenografia foi aplicada para observar a deteccédo da
antena para 0s compostos ativos, porém os resultados ndo foram satisfatorios. Foi
observada apenas uma pequena resposta, para 0 composto majoritario, acido
grandisdico, e 0s outros compostos ndo mostraram resposta eletrofisioldgica da

antena.
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4.2.1. Quantificacéo

As anadlises revelaram que um inseto libera uma média de 235 + 73 ng de
acido grandisoico por dia. Com base na quantificacdo do composto majoritario, a
proporcdo entre os compostos ndo foi calculada devido as variacbes entre 0s
compostos.

As andlises da periodicidade de emissdo dos compostos demonstraram que
a liberagéo de feromdnio de C. humeropictus ocorre de forma mais intensa durante a

escotofase (76 + 3%) (Figura 15).

100

Feromédnio Liberado (%)
8

Escotofase Fotofase

FIGURA 15. EMISSAO MEDIA DO COMPOSTO MAJORITARIO, ACIDO GRANDISOICO, DURANTE
A ESCOTOFASE E FOTOFASE (N=3).



51

4.2.2. Bioensaios

Nos testes com olfatdmetro, muitos insetos permaneceram parados durante
o periodo de observacéao, ndo escolhendo nenhum dos lados do tubo, assim, ficaram
fora do n total de insetos testados. Apesar de ndo mostrarem preferéncia por
nenhum dos bracos do olfatbmetro, muitas vezes o0s insetos demonstraram
reconhecer o composto testado, abrindo os élitros e as asas posteriores, também
movimentando o abdome. Este comportamento foi observado tanto para machos
guanto para fémeas, para todos os compostos testados.

Os resultados dos bioensaios com machos demonstraram atratividade
significativa apenas para o tratamento com o0s compostos grandisol e &cido
grandisoico testados juntos, no tratamento 4 (Figura 16).

Os resultados com fémeas demonstraram que grandisol com lactona e acido
grandisdico com lactona foram significativos (tratamento 5 e 6, respectivamente)
(Figura 17). Quando os compostos grandisol e acido grandisoico foram testados
separadamente, a resposta ndo foi significativa. Entretanto, a adicdo de 3 pL de
solucdo de 1 ppm da lactona foi suficiente para aumentar significativamente as

respostas de fémeas para os tratamentos (Figura 17).
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FIGURA 16. RESULTADO DE BIOENSAIOS COM MACHOS DE Conotrachelus humeropictus
TESTADOS EM OLFATOMETRO DE TUBO EM Y, NOS SETE TRATAMENTOS. N=40 (*
SIGNIFICATIVO) TESTE QUI-QUADRADO. TRATAMENTO 4 p=0,016.
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FIGURA 17. RESULTADO DE BIOENSAIOS COM FEMEAS DE Conotrachelus humeropictus
TESTADAS EM OLFATOMETRO DE TUBO EM Y, NOS SETE TRATAMENTOS. N=30 (*
SIGNIFICATIVO).TESTE QUI-QUADRADO. TRATAMENTO 5 p=0,026 TRATAMENTO 6 p=0,018

4.2.3. Teste de atratividade em campo

Foi realizada uma avaliagdo preliminar, na qual foram testados os
compostos, &cido grandisdico e lactona, pois até o momento da avaliagdo, o
composto grandisol ainda ndo havia sido identificado. Para todas as tentativas desta
avaliacdo, para nenhum dos tratamentos foram obtidos insetos capturados nas

armadilhas.
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5. DISCUSSAO

O feroménio de C. humeropictus € liberado exclusivamente por machos,
seguindo a tendéncia encontrada entre os feromdnios identificados para a familia
Curculionidae (AMBROGI, PALACIO & ZARBIN, 2012; BARTELT, 1999). Entretanto,
também ja foram reportados feromdnios liberados por fémeas, feroménio sexual de
longa distancia, de contato e deterrente a oviposicao (BARTELT, 1999).

O composto A, grandisol, foi identificado através de comparacbes de
espectro de massas e tempo de retencdo com padrfes sintéticos, os quais
confirmaram sua estrutura. O indice de Kovats ja foi descrito anteriormente para o
grandisol, apresentando um Kl de 1793, porém a analise foi feita em coluna CP-Wax
(INNOCENZI, & CROSS, 2001). Por ter sido analisado em coluna diferente, os
dados ndo podem ser comparados.

O composto grandisol ja foi descrito como feromdénio de outras onze
espécies de Curculionidae: Pseudopiazurus papayanus Marshall 1922, Anthonomus
grandis Boheman 1843, Anthonomus rubi Herbst 1795, Curculio caryae Horn 1873,
Pissodes approximatus Hopkins 1911, Pissodes nemorensis Germar 1824, Pissodes
strobi Peck 1817, Pityogenes bidentatus Herbst 1783, Pityogenes calcaratus,
Eichhoff 1878, Pityphthorus pityographus Hatzeburg 1837 e Sternechus subsignatus
Boheman 1836 (MOREIRA, ZARBIN & FRANCKE, 2004; TUMLINSON, 1969;
INNOCENZI, 2001; HENDIN, et al. 1997; BOOTH et al., 1983; PHILLIPS et al., 1984;
FRANCKE et al.,, 1995; FRANCKE et al., 1987; AMBROGI, PALACIO & ZARBIN,
2012).

A primeira descricdo de um feroménio na ordem Coleoptera foi feita para

Anthonomus grandis, em 1969, sendo grandisol um dos compostos encontrados na
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mistura (TUMLINSON, 1969). Mais recentemente, em 2013, o grandisol foi descrito
por Byers, Birgersson e Francke como feromonio da espécie Pityogenes bidentatus.
Segundo o banco de dados Pherobase (EL-SAYED, 2014), o grandisol nao foi
descrito para outras ordens de insetos, tampouco para outras familias de
Coleoptera.

Sabe-se que a determinacdo da quiralidade molecular € essencial em
estudos de comunicacao quimica dos insetos, uma vez que a deteccdo e a resposta
ocorrem predominantemente para o enantibmero produzido pelo inseto ou entdo,
pela mistura racémica (DICKENS & MORI, 1989). Em casos extremos, como Visto
para Anthonomus grandis, o inseto produz uma mistura de compostos, sendo um
deles o 1R,2S-(+)-grandisol. Neste caso, a espécie apresenta uma resposta
comportamental para os dois isdbmeros possiveis desta molécula, ndo apresentando
especificidade na resposta (DICKENS & MORI, 1989).

Em outros casos, a minima presenca do enantibmero contrario ao liberado
pelo inseto, inibe a resposta. Este exemplo é observado nas espécies Gnathotrichus
retusus e G. sulcatus, no qual G. retusus produz (S)-(+)-sulcatol e G. sulcatus
produz o (R)-(-)-sulcatol, estruturas moleculares demonstradas anteriormente na
Figura 3. A espécie G. retusus responde apenas ao (S)-(+)-sulcatol, porém nao
responde a mistura racémica, ou seja, a presenca do isébmero (R)-(-)-sucatol inibe a
resposta de G. retusus. Ja G. sulcatus, nao responde para (S)-(+)-sulcatol
isoladamente. Porém, quando 1% de (R)-(-)-sulcatol é adicionado na mistura, ele
passa a responder. A intensidade de respostas aumenta com a maior quantidade
deste composto, demonstrando assim, a especificidade de cada espécie para 0s

enantibmeros (BORDON et al., 1980).
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O composto C, acido grandisoico, ja foi descrito para outra espécie do
género Conotrachelus, por Eller e Bartelt (1996), no qual o gorgulho da ameixa, C.
nenuphar, apresentou pela primeira vez o composto. Foi sugerido acido grandisdico
como nome popular, por ser analogo ao grandisol. Neste trabalho, Eller e Bartelt
observaram em armadilhas em campo a atracdo de machos e fémeas de C.
nenuphar ao acido grandisdico, considerando-o um feroménio de agregacdo. Desde
entdo, este composto ndo foi encontrado como feromdnio de nenhuma outra espécie
(EL-SAYED, 2014).

Uma busca na base de dados SciFinder Scholar, utilizando como
instrumento de busca a estrutura molecular do composto D, demonstrou que este
ainda nao havia sido descrito como um composto natural. Segundo a base de dados
Pherobase (EL-SAYED, 2014), a ultima descricdo de um composto inédito para a
familia  Curculionidae foi em 2012, quando o composto (E)-2-(3,3-
dimetilciclohexilideno) &acido acético foi descrito para a espécie Sternechus
subsignatus Boheman, 1836 (AMBROGI, PALACIO & ZARBIN, 2012).

Desde que diversas estruturas moleculares foram identificadas para varias
espécies, pbde-se notar uma tendéncia na similaridade nas estruturas, conforme a
proximidade filogenética. No caso dos compostos encontrados como feromdnio de
C. humeropictus, o grandisol, por exemplo, também foi identificado como feromdnio
de onze espécies, todas restritas a familia Curculionidae. No caso do acido
grandisoico, este composto foi descrito anteriormente apenas para C. nenuphar e
agora também para C. humeropictus, demonstrando uma proximidade ainda maior
por pertencerem ao mesmo género.

Juntamente com o grandisol, o &cido grandisdico e a lactona, outros

compostos compdem um complexo de compostos derivados, como papayanol,
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grandisal, grandlure, grandlure I, Ill e IV, sendo a lactona um novo composto
componente deste complexo. Os demais compostos deste complexo foram todos
encontrados para espécies de Coleoptera, como € o caso do composto grandisal
para as espécies de curculionideo Pseudopiazurus papayanus Marshall 1922,
Pissodes approximatus, P. nemorensi, P. strobi Peck 1817 e Pityogenes bidentatus
(EL-SAYED, 2014). O composto grandlure Il também foi descrito para cinco outras
espécies de Curculionidae: Anthonomus eugenii, A. grandis, A. musculus, A. rubi e
Curculio caryae (EL-SAYED, 2014). Este exemplo demonstra a importancia da
interdisciplinaridade na ecologia quimica, principalmente sobre o conhecimento da
filogenia do grupo em estudo. Na ecologia quimica, é essencial compreender 0s
compostos quimicos, em conjunto com a evolugdo das interagcdes com os demais
seres Vivos.

A determinacdo da configuracdo absoluta dos compostos feromonais
liberados por C. humeropictus demonstrou que os dois compostos que 0 inseto
produz, grandisol e acido grandisoico, apresentam a mesma disposi¢cao espacial dos
atomos, 1R,2S.

A configuracdo absoluta do grandisol para a espécie C. humeropicuts,
determinada 1R,2S, foi também a mesma descrita para as espécies Pityophthorus
pityographus, Pissodes strobi, P. nemorensis e Anthonomus grandis. Para as demais
espécies que liberam o composto grandisol, ndo foi determinada a configuracéo
absoluta da molécula (EL-SAYED, 2014). A configuracdo do &cido grandisoico para
C. humeropictus também foi a mesma encontrada para a espécie C. nenuphar,
1R,2S (ELLER & BARTELT, 1996). Uma vez que esta lactona € um composto

derivado do grandisol e do acido grandisdico e a sua biossintese deve estar


http://www.pherobase.com/database/genus/genus-Pseudopiazurus.php
http://www.pherobase.com/database/species/species-Pseudopiazurus-papayanus.php
http://www.pherobase.com/database/genus/genus-Pityophthorus.php
http://www.pherobase.com/database/species/species-Pityophthorus-pityographus.php
http://www.pherobase.com/database/genus/genus-Pissodes.php
http://www.pherobase.com/database/species/species-Pissodes-strobi.php
http://www.pherobase.com/database/genus/genus-Pissodes.php
http://www.pherobase.com/database/species/species-Pissodes-nemorensis.php

57
relacionada com estes compostos, € esperada que a configuracdo absoluta da
lactona, por uma questdo energética, também seja 1R,2S.

O fato de o inseto produzir dois compostos derivados, com a mesma
configuracdo absoluta, evidencia a tendéncia do inseto a percorrer o caminho de
menor gasto energético durante a sintese natural de moléculas necessarias para
sua comunicacao (SEYBOLD & WANDERWEL, 2003).

Estudos de biologia de C. humeropictus apontam que o periodo noturno é
quando ocorre a maior atividade biologica do inseto (TREVISAN et al., 2010;
OLIVEIRA, 1998). Segundo Oliveira (1998), atividades bioldégicas de C.
humeropictus durante o periodo noturno foram marcadas principalmente por
caminhamento e ocasionalmente por curtos voos.

Assim como para C. humeropictus, para outras espécies de Conotrachelus,
também foi detectada maior atividade no periodo noturno, como foi o caso de C.
psidii Marshall 1922 e C. nenufar Herbst 1797 (RACETTE et al., 1992). Em estudo
de atratividade de C. nenuphar em armadilhas, as capturas ocorreram com maior
intensidade durante a noite (LAMOTHE, 2008).

A quantificacdo por fotoperiodo mostrou que a liberacdo de feroménio da
espécie C. humeropictus ocorre principalmente durante o periodo noturno,
confirmando assim a suposic¢éo inicial, uma vez que o feroménio € liberado durante o
periodo de maior atividade do inseto.

A proporcdo entre os compostos liberados por C. humeropictus néo
apresentou uma constante entre os quatro compostos. Na maioria dos extratos, o
acido grandiséico (composto C) se apresentou como composto majoritario e a

lactona (composto D) como o composto minoritario. No entanto, a proporcao entre
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0s quatro nao foi estabelecida por estes apresentarem muita variacdo. Nao foram
encontrados trabalhos que relatem essa variacdo na propor¢ao entre compostos.

A indisponibilidade de um alimento adequado, frutos novos e folhas de
cacau ou cupuacgu, sugere que o inseto ndo se comporta de mesma forma como na
natureza. Por terem sido alimentados com cana-de acUcar, pode ter havido a falta de
algum componente essencial para que a comunicacdo quimica fosse perfeita, ja que
o alimento muitas vezes é fundamental para a liberacdo de feromonio e esta muitas
vezes relacionado com a sua sintese. Nenhum trabalho foi encontrado relacionando
o perfil do feromdnio liberado com diferentes fontes alimentares.

Hock e colaboradores (2014) descreveram que a umidade juntamente com a
presenca de alimento adequado é fundamental para a producdo do feroménio de
Conotrachelus nenuphar. O ar que circulava na camara durante o processo de
aeracao de C. humeropictus foi umidificado, entretanto, ndo é possivel afirmar se foi
o suficiente para que o ar estivesse altamente umidificado. Uma vez que a umidade
alta é fundamental para o desenvolvimento de C. humeropictus (TREVISAN et al.,
2010), esta pode interferir na producédo de feroménio da espécie.

Os testes em olfatbmetro com machos de C. humeropictus demonstraram a
atratividade para os grandisol e acido grandiséico quando testados em conjunto.
Esse comportamento ndo era esperado, uma vez que o inseto produz uma mistura
de quatro compostos e esperava-se que a mistura dos trés compostos identificados
fosse mais atrativa. A presenca da lactona, em testes com machos nao foi
determinante em uma maior atratividade. Por outro lado, os testes com fémeas de C.
humeropictus demonstram que a presenca da lactona é fundamental na sua
atratividade. Tanto o grandisol quanto o &acido grandiséico, quando testados

separadamente, ndo foram atrativos, porém com a presenca da lactona, alterou
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significativamente a atracdo das fémeas quando estes compostos separadamente
foram testados conjugados com a lactona.

Essas analises apontam a possibilidade da lactona ter uma atividade no
comportamento sexual, por ocasionar maior atratividade de fémeas e o0 mesmo néo
ocorrer com 0s machos. Mesmo que a lactona apresente funcdo sexual sobre as
fémeas, era esperado que a atratividade de fémeas para a mistura grandisol + acido
grandisdico ocorresse, assim como ocorreu para 0s machos, demonstrando que
estes compostos combinados tém funcdo de agregacdo. No entanto, as fémeas
foram atraidas para combinacdes diferentes.

A maior parte dos feroménios descritos para Curculionidae sdo feromonios
de agregacao liberados por machos, 0os quais atraem tanto os machos quanto as
fémeas (BARTELT, 1999). O composto grandisol foi descrito com atividade de
agregacdo para A. grandis, A. rubi, P. approximatus, P. nemorensis, P. strobi, P.
bidentatus e P. calcaratus (BYERS; BIRGERSSON & FRANCKE, 2013;
INNOCENZI, HALL & CROSS, 2001; MOREIRA, ZARBIN & FRANCKE, 2004;
DICKENS & PRESTWICH, 1989; MENDEL, 1988; BOOTH et al., 1983). O mesmo
foi encontrado para o acido grandiséico para C. nenuphar (ELLER & BARTELT,
1996).

Nos resultados de olfatbmetro em Y era esperada a atracdo de machos e
fémeas para a mistura dos compostos identificados. Acredita-se que a presenca do
composto B nos testes altere o resultado na atratividade dos insetos. A auséncia de
um composto na mistura pode ser fundamental na comunicacéo quimica dos insetos
por se tratar de respostas muito especificas. Mazomenos e Haniotakis (1981)
demonstraram que, em laboratério, a auséncia de um dos quatro compostos

feromonais liberados pelo inseto diminuiu em 42% a atratividade para a mistura.
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De acordo com Bartelt (1999), estudar o comportamento de gorgulhos em
laboratorio é relativamente dificil, pois eles respondem de forma lenta ou sutil. Nos
bioensaios, 0s insetos, muitas vezes, nem mesmo respondiam aos testes,
permanecendo iméveis durante o periodo de observacdo. Apesar de ndo serem
atraidos para nenhum dos bracos do olfatbmetro, em sua maioria, 0s insetos
demonstraram perceber o composto testado, em um comportamento de abrir os
élitros e as asas posteriores, movimentando também o abdome. De acordo com
Oliveira (1998), este comportamento faz parte da corte entre o casal, como parte do
chamamento. Este comportamento foi observado tanto para machos quanto para
fémeas, demonstrando que, apesar de ndo ser atrativo, 0 inseto demonstra perceber
0 composto, o que pode indicar a auséncia de um ou mais compostos para que a
atratividade ocorra.

Apesar de terem sido testados em campo apenas dois compostos macho-
especificos, em laboratério a mistura dos dois compostos, acido grandiséico e
lactona, teve como resultado a atracdo de fémeas. Portanto, era esperado que ao
menos as fémeas fossem atraidas pela isca. No entanto, em campo nenhum inseto
foi capturado para nenhum dos tratamentos. Vale lembrar que no tubo em Y, o
inseto recebe os volateis diretamente através de um fluxo de ar em sua direcao,
portanto o inseto responde mais facilmente. Em campo, entretanto, muitos fatores
podem afetar a atratividade como, por exemplo, a armadilha (modelo, cor e altura da
instalagdo) ou a concentragdo dos compostos na isca (SCHAUFF, 1986). O local ou
posicdo de instalacdo pode ser fundamental para o sucesso na captura de insetos,
da mesma forma, a cor da armadilha pode ter influéncia na atratividade,

demonstrado por Bavaresco (2005) em testes com lepidopteros. Para diminuir esses
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efeitos, a armadilha utilizada foi a mesma recomendada para captura de
Anthonomus grandis, similar & utilizada na captura de C. nenuphar.

O monitoramento de C. nenuphar utilizando iscas com atrativo, tem se
apresentado eficiente na coleta em cultivos de ameixa, maca e pera (LESKEY &
WRIGHT, 2004; PROKOPY et al., 2003). O ferom6nio de C. nenuphar, &cido
grandisoico, foi testado em combinacdes com limoneno e etil isovalerato ou
benzaldeido, que sdo compostos presentes no fruto hospedeiro, demonstrando
aumentar a captura para alguns tratamentos (PROKOPY et al., 2003).

A patrtir dos resultados encontrados, acredita-se que o fato de nenhum inseto
ter sido capturado, tenha ocorrido pela auséncia do composto B (composto néo
identificado) e/ou composto D (lactona). A auséncia do composto B nos testes de
olfatbmetro em Y também deixou em aberto o comportamento do inseto mediante a
presenca deste composto e, principalmente, da presenca deste na mistura. Este
composto pode ser fundamental na atratividade, porém, para o sucesso da utilizacao
de feroménio de C. humeropictus faz-se necessaria a continuidade deste trabalho,
com a sintese do composto B e, posteriormente, testes de atratividade em
laborat6rio e em campo.

A técnica de eletroantenografia foi empregada para observar o
reconhecimento da antena para 0s compostos sintetizados, entretanto, ndo foram
encontradas respostas suficientes para caracterizar atividade na antena de C.
humeropictus. Através desta técnica as antenas foram testadas de diversas
maneiras. As antenas sdo normalmente extraidas dos insetos através de pinga fina
e, entdo, dispostas entre os eletrodos contendo gel condutor, e isso foi feito na maior
parte dos testes realizados neste trabalho. Também foram realizados tentes

extraindo a cabeca, como sugerido por outros autores para melhorar a resposta,
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porém sem éxito (FICCOLI, ANFORA & TASIN, 2011). Outros autores mantém o
inseto vivo e paralisado, como fizeram para C. nenuphar (LESKEY et al., 2009),
porém, esta técnica depende de um equipamento que ndo estava disponivel para
este trabalho. Alguns extraem os primeiros segmentos da antena para que o gel
condutor entre em contato diretamente com ela. No entanto, apesar de todas as
metodologias testadas, a Unica resposta obtida foi quando a antena foi retirada do
inseto e posicionada entre os eletrodos minutos depois da injecdo, tempo suficiente
para a antena estabilizar, mas ainda estar bastante sensivel.

Os testes de antena com curculionideos sdo mais dificeis de conseguir
respostas pelo fato de apresentarem maior concentracdo de sensilas na clava da
antena, quando esta deve estar livre do gel para perceber os compostos e, no
entanto, é a parte que entra em contato com o gel condutor.

Cada espécie responde de forma diferente em EAG e, quando alguns
autores encontram formas de determinada espécie responder, ndo necessariamente
sera a melhor forma para outra espécie responder ao estimulo. Para C.
humeropictus, entretanto, ndo foi encontrada uma maneira eficaz na qual o inseto

respondesse aos compostos.
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6. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos de ecologia quimica de Conotrachelus humeropictus realizados
nesta dissertacdo apontaram a presenca de quatro compostos produzidos por
machos da espécie. A liberacdo do feromodnio foi constatada ocorrer na sua maior
concentracdo durante o periodo noturno. Trés destes compostos foram identificados,
grandisol, acido grandisdico (majoritario) e uma lactona (minoritario) derivada do
acido grandisoico, sendo a primeira descricdo desta como um composto natural.

Testes foram realizados para observar a atratividade de machos e fémeas
para os compostos na forma sintética. Os bioensaios com fémeas mostraram que a
presenca da lactona, foi fundamental na atratividade. O composto B, que ainda se
encontra em processo de identificacdo, pode ser fundamental para que a
atratividade seja maior.

Sabe-se também que o fato do inseto ser mantido em condi¢des climaticas
diferentes das encontradas no seu habitat, e da fonte alimentar fornecida ndo ser a
natural pode ter interferido no comportamento da espécie.

Contudo, acredita-se que para que o feromdnio de C. humeropictus seja
aplicado no controle da espécie € necessario que esse trabalho tenha continuidade,
com a sintese do composto B e, posteriormente, a realizacdo de novos testes de

atratividade em laboratério e em campo.
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