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RESUMO

Isolamento, identificacdo, sintese e avaliagado de campo do ferom6nio sexual do
minador-dos-citros, Phyllocnistis citrella Stainton, 1856 (Lepidoptera:
Gracillariidae)

Objetivou-se neste trabalho isolar, identificar e sintetizar o feromonio sexual de
Phyllocnistis citrella Stainton, 1856 (Lepidoptera: Gracillariidae), bem como avaliar a sua
eficiéncia em condigbes de campo, visando a racionalizagdo de controle desta praga
dentro de um contexto de Manejo Integrado das Pragas de citros. A pesquisa foi
desenvolvido parte no Laboratério de Biologia de Insetos do Departamento de
Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” (ESALQ), Piracicaba, da Universidade de Sao Paulo (USP), parte no
Laboratério de Ecologia Quimica “Maeda-Duffey” do Departamento de Entomologia da
Universidade da Califérnia (Davis-EUA) e parte no Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos da América (USDA, Peoria, EUA). Diariamente, glandulas de feroménio
de um grupo de 200 fémeas com dois dias de idade, foram extraidas em um intervalo
de no maximo duas horas, iniciando uma hora antes da fotofase. As extremidades dos
abdémens foram imersas em solvente hexano por cerca de 1 h. Foram acumulados
5.000 equivalentes-fémea e este extrato natural foi transferido para ampolas de vidro,
as quais foram seladas e enviadas para Davis, EUA (Universidade da Califérnia).
Usando a antena do macho como detector bioldgico, trés picos ativos no detector
eletroantenografico (EAD) foram identificados a partir do extrato natural das glandulas
de feroménio do minador-dos-citros, P. citrella. Baseando-se nos dados do
cromatografo gasoso acoplado ao espectrometro de massa (GC-MS) e cromatografo
gasoso acoplado ao espectrémetro de infra-vermelho (GC-IR), os semioquimicos foram
identificados como um novo feromoénio, (Z,Z,E)-7,11-13-hexadecatrienal (trieno), um
atraente previamente identificado, (Z,Z)-7,11-hexadecadienal (dieno) e (2)-7-
hexadecenal (monoeno) na proporgéo de 30:10:1, respectivamente. A identificagcéo foi
confirmada com os compostos sintéticos, os quais apresentaram tempos de retencao
idénticos aqueles dos produtos naturais em trés colunas capilares com fases polares e
nao polares. Em condi¢des de campo, as armadilhas contendo o feromdnio sintético,
capturaram significativamente mais machos do que aquelas contendo fémeas virgens.
Os tratamentos com 2 (trieno+dieno, 3:1) e 3 compostos (trieno + dieno + monoeno,
30:10:1), nas concentragbes alta (500 upg) e baixa (50 pg ), nao diferiram
significativamente quanto a captura. Assim, comprovou-se que Z7Z11E13-16Ald e
Z7Z11-16Ald sédo os constituintes essenciais do feromobnio de P. citrella e poderao ser
utilizados em pomares de citros para monitorar esta praga, tornando o seu controle
mais econOmico e efetivo, racionalizando as pulverizagbes e preservando os inimigos
naturais no agroecossistema.

Palavras-chave: (Z,Z,E)-7,11,13-hexadecatrienal, (Z,Z)-7,11-hexadecadienal, (Z)-7-
hexadecenal, Z7Z11E13-16Ald, Z7Z11-16Ald, Z7-16Ald, feromdnio
sexual, minador-dos-citros.



ABSTRACT

Isolation, identification, synthesis and field evaluation of the sex pheromone from
the citrus leafminer, Phyllocnistis citrella Stainton, 1856 (Lepidoptera:
Gracillariidae)

The objectives of this work were to isolate, identify, and synthesize the sex
pheromone of Phyllocnistis citrella Stainton, 1856 (Lepidoptera: Gracillariidae), as well
as to evaluate its efficiency in field conditions, to rationalize the control of this pest within
a Citrus Integrated Pest Management scope. The research was developed at the Insect
of Biology Laboratory, of the Department of Entomology, Plant Pathology and
Agricultural Zoology of the Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ),
Piracicaba, University of Sao Paulo (USP), at Maeda-Duffey Laboratory, of the
Department of Entomology of the Universityof California, Davis (UCD-USA), and at the
United States Department of Agriculture, (USDA, Peoria, USA). Pheromone glands from
groups of 200 two-day-old virgin females were excised within 2 h, starting 1 h before the
photophase. The abdominal tips were immersed in hexane for ca. 1 h. A total of 5,000
glands-equivalent was pooled, the extract was transferred to glass ampoules, which
were sealed, and shipped to Davis. Using male antenna as the sensing element, three
EAD-active peaks were identified from gland extracts of P. citrella. Based on GC-MS
and GC-IR data, the semiochemicals were identified as a novel pheromone, (Z,Z,E)-
7,11-13-hexadecatrienal, a previously identified attractant, (Z,Z)-7,11-hexadecadienal,
and (Z)-7-hexadecenal in a ratio of 30:10:1, respectively. Identification was confirmed
with synthetic compounds, which gave retention times identical to those of the natural
products in three capillary columns with polar and non-polar phases. In field conditions,
traps baited with the synthetic sex pheromone, attracted significantly more males than
traps baited with virgin females. Binary and tertiary mixture with the major constituents in
high and low concentrations did not differ significantly in the captures. Thus, it was
confirmed that Z7Z11E13-16Ald e Z7Z11-16Ald are the essential constituents of the sex
pheromone of P. citrella and they can be used on citrus crops for monitoring this pest,
rationalizing and improving its control and maintaining the natural enemies in the
environment.

Key Words: (Z,Z,E)-7,11,13-hexadecatrienal, (Z,Z)-7,11-hexadecadienal, (Z)-7-
hexadecenal, Z7Z11E13-16Ald, Z7Z11-16Ald, Z7-16Ald, sex
pheromone, citrus leafminer.



1 INTRODUCAO

A citricultura brasileira destaca-se pela alta tecnologia empregada no manejo
dos pomares, sendo que os aspectos fitossanitarios vém merecendo grande atencgao
nos ultimos anos. As pragas e doengas exoticas introduzidas recentemente em nosso
pais tém ocasionado enormes perdas e preocupagdes aos profissionais ligados a este
setor. O minador-dos-citros, Phyllocnistis citrella Stainton (Lepidoptera, Gracilariidae),
é uma praga originaria da Asia e atualmente, encontra-se distribuida nos cinco
continentes (ARGOV; ROSSLER, 1996; HEPPNER, 1993; PRATES; NAKANO;
GRAVENA, 1996). No Brasil, foi registrado pela primeira vez em pomares da variedade
Valéncia, em Iracemapolis, regido citricola de Limeira, a partir da qual, em dois meses,
se espalhou por todo o Estado de S&o Paulo (FEICHTENBERGER; RAGA, 1996),
constituindo-se desde entdo, em mais uma séria praga associada aos citros.

O adulto do minador-dos-citros € um microlepiddptero e a oviposigcao é realizada
em folhas novas (brotagbes) de citros e as lagartas, ao eclodirem, penetram no mesofilo
foliar, provocando minas (galerias) tipicas em forma de serpentina. Estas lesbes
promovem a atrofia do tecido foliar, o qual assume uma coloragédo prateada surgindo,
posteriormente, manchas necréticas, que levam ao secamento destas estruturas,
prejudicando sensivelmente o desenvolvimento da planta. Além de comprometer a
fotossintese, os danos provocados pela praga, podem resultar na queda prematura das
folnas e impedir o desenvolvimento das brotagdes, refletindo consequentemente na
produgdo do pomar (BADAWY, 1967; CLAUSEN, 1931; HEPPNER, 1993; PRATES;
NAKANO; GRAVENA, 1996).

Embora os adultos de P. citrella ndo sejam vetores eficientes da bactéria
causadora do cancro citrico, Xanthomonas axonopodis pv. citri (BELASQUE et al.,
2005), as fases imaturas (lagartas) por meio da alimentagao, favorecem a entrada desta
bactéria nos tecidos vegetais, causando o cancro citrico Esta doenca € conhecida
mundialmente como “Asiatic Citrus Canker” e apresenta um potencial devastador de
algumas espécies de citros, especialmente aquelas cultivadas em areas onde sé&o
registradas, simultaneamente, chuva em abundancia e temperaturas elevadas
(PRUVOST et al.,1997).
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Levantamentos realizados pelo FUNDECITRUS (Fundo de Defesa da

Citricultura) tém demonstrado um quadro preocupante desde o registro do minador no
Brasil, uma vez que o numero de focos de cancro citrico no Estado de S&o Paulo,
aumentou de 45 em 1996 (ano da constatagdo da praga no pais) para 4.180 focos em
1999 (FUNDECITRUS, 2005).

Embora o minador-dos-citros apresente um grande numero de inimigos naturais,
e 0 parasitoide exotico Ageniaspis citricola Logvinovskaya (Hymenoptera: Encyrtidae),
tenha sido introduzido e se adaptado satisfatoriamente em diversas regides paulistas
(CHAGAS et al., 2002; PARRA et al., 2001; PARRA et al., 2004), a supressao de suas
populacdes tém sido realizada predominantemente por meio do controle quimico. O uso
de inseticidas nao seletivos e de forma indiscriminada, além de causar desequilibrios
pela eliminagcdo dos inimigos naturais, com frequentes explosdes populacionais da
praga, pode selecionar linhagens resistentes da mesma.

Um sistema de deteccédo dos adultos por meio de armadilhas contendo
ferombnio sexual sintético podera ser um importante instrumento para prever a
ocorréncia da praga e tornar o seu controle mais econémico e efetivo, racionalizando as
pulverizagbes e preservando os inimigos naturais no agroecossistema. Do mesmo
modo, técnicas de coleta massal, confundimento e atrai-mata poderao, eventualmente,
serem utilizadas no controle desta praga, se for conhecido o seu feromonio sexual.

Assim, esta pesquisa teve por objetivo o isolamento, a identificacdo e a sintese
do feroménio sexual de P. citrella, bem como a avaliagdo da sua eficiéncia no campo,
visando a racionalizagdo de controle desta praga dentro de um contexto de Manejo

Integrado das Pragas de citros.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 Revisao Bibliografica

2.1.1 Distribuicdo geografica e plantas hospedeiras de P. citrella
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O adulto do minador-dos-citros, Phyllocnistis citrella € um microlepidoptero de 4

mm de envergadura e 2 mm de comprimento; as asas anteriores apresentam escamas
de coloracdo branca-prateada, mescladas com pequenas manchas de coloragao
marrom-amarelada e preta, destacando-se uma mancha preta de tamanho maior na
porcao apical das asas, caracteristico da espécie (CHIARADIA; MILANEZ, 1997,
GARIJO; GARCIA, 1994; HEPPNER,1993; SMITH; HOY, 1995).

P. citrella teve sua origem detectada na Asia, sendo coletada pela primeira vez
em Calcuta (india). A sua ocorréncia era restrita ao Velho Mundo, até Heppner (1993)
registra-lo no continente americano, em pomares de citros do sul da Flérida, nos EUA.
A partir dai, essa praga dispersou-se para varias regides produtoras de citros dos EUA,
constituindo-se em mais uma praga de importancia econémica, especialmente, quando
infesta plantios novos em pleno desenvolvimento vegetativo.

Atualmente, encontra-se distribuido nos 5 continentes, sendo mencionado em 54
paises, dos quais 25 asiaticos, 9 africanos, 6 da Oceania, 3 europeus e 11 americanos
(ARGOV; ROSSLER, 1996; HEPPNER, 1993; PRATES; NAKANO; GRAVENA, 1996).

No Brasil, a partir da sua constatacdo no Estado de Sao Paulo, em 1996, na
regido de Limeira, observou-se uma rapida dispersao para outras areas produtoras de
citros de varios estados brasileiros, entre os quais, Amazonas, Roraima, Rondénia,
Piaui, Bahia, Mato Grosso do Sul, Goias, Tocantins, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Santa Catarina e Parana (CHIARADIA; MILANEZ, 1997; DIDONET; AGUIAR; PANATO,
1998; NASCIMENTO; VIDAL, 1998).

Quarentenas e outras barreiras, aparentemente, tém sido pouco eficientes na
restricao da dispersao desta praga. De acordo com Hoy e Nguyen (1997) isto se deve,
provavelmente, a dois fatores: alta taxa de reprodugdo com multiplas geragbes/ano e
facilidade de dispersao, por transporte de plantas infestadas, feito pelo homem.

Os principais hospedeiros do minador-dos-citros sdo as espécies de citros e
rutaceas afins (GRAVENA, 1996; LORENCAO; MULLER, 1994). A familia Rutaceae
representa mais de 80% das espécies hospedeiras desse inseto, embora, P. citrella
também ocorra em hospedeiros alternativos pertencentes as familias Oleaceae,
Laranthaceae, Leguminosaceae e Lauraceae (HEPPNER, 1993; PRATES; NAKANO;
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GRAVENA, 1996). Nos EUA (Flérida) e na Asia, o minador-dos-citros foi encontrado em

ornamentais como severins, jasmine e murraia (KNAPP et al., 1995).

2.1.2. Danos e importancia econémica

As fémeas de P. citrella ovipositam em folhas novas (brotagbes) de plantas
citricas; as lagartas ao eclodirem, penetram no mesofilo foliar e iniciam a alimentacao
formando uma galeria, inicialmente paralela a nervura central e depois bastante
sinuosa, em forma de serpentina, sendo que a epiderme foliar atacada assume
coloracédo prateada. Este tipo de dano afeta a fotossintese, por meio da redugcao da
area foliar. Em altas populagbes (mais de 4 minas/folha), a lagarta provoca a
interrupgao do desenvolvimento das folhas jovens, inibindo a sua abertura e expanséao,
deformando-as completamente e podendo causar a sua queda (PENA & DUNCAN,
1993).

Ha registros do ataque dessa praga em frutos (HEPPNER,1995), bem como em
peciolos das brotacbes, especialmente em variedades que apresentam ramos mais
tenros (HUTSON; PINTO, 1934). Os danos causados a planta dependem do nivel de
infestacdo do minador-dos-citros. Em altas infestagbes desta praga, o potencial
produtivo do pomar é reduzido (HEPPNER, 1993; HUANG; LI, 1989; PRATES;
NAKANO; GRAVENA,1996).

As minas abertas pelas lagartas de P. citrella favorecem, ndo somente a entrada
de microorganismos oportunistas, mas principalmente a bactéria do cancro citrico, X.
axonopodis pv citri, a qual infecta as folhas novas de plantas citricas, penetrando
através da abertura dos estdmatos, ferimentos foliares provocados pelo homem e, nos
tecidos previamente danificados por esse inseto.

Chagas et al. (2001) constataram que embora a bactéria X. axonopodis pv. citri
possa penetrar através dos estdmatos, a taxa de infeccdo em folhas lesionadas pelo
minador é 11 vezes maior do que em folhas intactas (sadias); entretanto, ndo foi
observada a disseminagao desta bactéria por adultos de P. citrella naquele trabalho e
em trabalhos posteriores (BELASQUE et al, 2005).
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Por este motivo, desde a constatacio do  minador-dos-citros,

P. citrella, no Brasil (PRATES; NAKANO; GRAVENA, 1996), tem havido uma grande
preocupacao dos citricultores, ndo somente com os danos diretos causados pelo inseto
as plantas (GRAVENA, 1994; LOURENCAO; MULLER; PRATES, 1994), mas,
principalmente, com a possibilidade da associagdo das lesdes causadas pelas lagartas,
com a disseminacdo, em larga escala, da bactéria do cancro citrico, X. axonopodis pv

citri.

2.1.3 Biologia e comportamento

O dimorfismo sexual entre adultos ndo € evidente (JACAS; GARRIDO, 1996),
dificultando as atividades rotineiras desenvolvidas por pesquisadores em estudos de
laboratério. A separagao dos sexos € normalmente feita na fase de pupa, sendo que as
fémeas apresentam o ultimo segmento abdominal mais longo, devido a juncdo dos
segmentos X e IX, além de apresentarem duas cerdas laterais; enquanto nos machos,
esse segmento € mais curto e desprovido de cerdas (CLAUSEN, 1931; JACAS;
GARRIDO, 1996). Nos adultos, a parte terminal do abdome das fémeas apresenta duas
faixas escuras de escamas que se estendem do sétimo ao nono segmento abdominal,
podendo ser visualizadas lateralmente ao l6bulo do ovipositor, mediante observacdes
em microscopio estereoscoépico (JACAS; GARRIDO, 1996).

O minador-dos-citros prefere ovipositar na superficie abaxial e na nervura
principal das folhas de citros, sendo tais ovos colocados em maior quantidade no tergo
apical e porcao mediana da area foliar (CHAGAS; PARRA, 2000).

Os ovos desta praga sao ligeiramente convexos, translucidos, medindo 0,3 x 0,2
mm, sendo de dificil visualizacdo a olho nu. Proximos a eclosao, tornam-se opacos e
amarelados (ALBA, 1996; BATRA et al., 1988, GARIJO; GARCIA, 1994; HEPPNER,
1995).

As lagartas ao eclodirem, penetram no mesofilo foliar, iniciando a construgéo de
minas, e, no interior da folha, completam o desenvolvimento larval. As minas
geralmente se localizam na superficie abaxial da folha, podendo em altas infestagdes,

ocorrerem em ambas as superficies. Normalmente, apenas uma lagarta se desenvolve
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por folha, embora em ataques intensos, ja tenham sido verificadas de 9 a 20

minas/folha (HEPPNER, 1993; HUTSON; PINTO, 1934; PANDEY; PANDEY, 1964). Ao
final do periodo larval, as lagartas confeccionam uma camara pupal por meio da
secrecao de fios de seda, dobrando a margem ou mesmo a parte mediana da folha,
local onde se transformam em pupas. Estas sao obtectas, com formato alongado, de
coloragdo marrom clara, com um processo pontiagudo na regido anterior, utilizado
provavelmente, para o rompimento da camara pupal por ocasido da emergéncia dos
adultos (HEPPNER, 1993).

Em condi¢des climaticas desfavoraveis, principalmente no inverno de clima
temperado, o minador-dos-citros, pode sobreviver, por meio da diapausa, nos estagios
de pupa ou adulto (CLAUSEN, 1931).

A duragédo do periodo ovo-adulto de P. citrella, varia de 32,6 a 11,5 dias nas
temperaturas de 18 e 32°C, respectivamente (CHAGAS; PARRA, 2000). Batra et al.
(1988) observaram um intervalo bastante grande na duragdo do ciclo do minador-dos-
citros, entre 54,5 e 14,4 dias, quando esse foi criado sob as condicbes médias de
temperatura de 13,7 e 31,5°C, respectivamente.

Ba-Angood (1978) observou, sob condi¢gbes controladas de temperatura (20 +
1,5;25+1,0; 30 £ 1,0 e 35 + 1,0°C), valores médios de 18,5; 15,6; 12,5; 10,4 e de 19,5;
16,6; 10,3 e 9,2 dias, para os respectivos periodos larval e pupal do minador. A relacao
inversa entre o aumento de temperatura na qual o inseto foi criado, e a duragao dessas
fases de desenvolvimento, foi ratificada por Batra et al. (1988), que constatou valores
médios de 22,01e 5,3; 22,9 e 5,9 dias para os periodos larval e pupal de P. citrella,
quando criado nas temperaturas médias de 10,1 e 31,5 °C, respectivamente.

Além dos fatores abidticos, a fisiologia e/ou caracteres morfolégicos das plantas
e da espécie de citros na qual o inseto se desenvolve podem afetar a duracéo do ciclo
(ovo-adulto) (BA-ANGOOD, 1977; BADAWY, 1967; BATRA et al., 1988; GARIJO;
GARCIA, 1994; HUANG et al.,, 1989b; SINGH, 1984; RADKE; KANDALKAR, 1987;
WILSON, 1991).

Ba-Angood (1977) obteve, em laboratorio, sob condi¢gbes de temperatura néo
controlada, valores de longevidade para machos e fémeas bastante discrepantes, em

funcéo da ocorréncia ou ndo de acasalamento. Sem coépula, a longevidade média para
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ambos os sexos foi de aproximadamente 6 dias, ao passo que aqueles acasalados,

apresentaram longevidades menores, variando de 24 a 36 horas. Radke e Kandalkar
(1987) e Huang et al. (1989b), relataram valores de longevidade variaveisde 1a7,5e 1
a 22,5 dias, para machos e fémeas desse inseto, respectivamente.

O numero de geragdes de P. citrella por ano pode variar de 5 a 14, dependendo
das condigdes climaticas (CHAGAS; PARRA, 2000; CLAUSEN, 1931; HUANG et al.
1989a; PANDEY; PANDEY, 1964).

Machos e fémeas emergem simultaneamente, com uma proporgédo macho:fémea
de 1:1 (PARRA; VILELA; BENTO, 2002).

Os adultos emergem ao amanhecer, e realizam suas atividades do crepusculo ao
amanhecer (ALBA, 1996; ARGOV; ROSSLER, 1996; GARIJO; GARCIA, 1994;
HEPPNER, 1993). A oviposicdo de P. citrella é realizada durante o crepusculo
(BADAWY, 1967; HEPPNER, 1993; PANDEY; PANDEY, 1964; PARRA; VILELA;
BENTO, 2002). A coépula inicia-se dentro de um periodo maximo de 9 a 72 h apds a
emergéncia, com duracgao variavel de 30 min até 9 h (BA-ANGOOD, 1977; BATRA et
al., 1988; CLAUSEN, 1931; HUANG et al.,1989a; RADKE KANDALKAR, 1987;
PANDEY; PANDEY, 1964; KNAPP et al.,1994).

Parra-Pedrazzoli et al. (2006) observaram que os acasalamentos de P. citrella
ocorrem com casais de 1 e 2 dias de idade, logo ao amanhecer, com uma duragao de
copula de 49,6 min. Jacas e Pena (2002) estudando o efeito da idade e fotoperiodo no
comportamento de chamamento de P. citrella, observaram que estes sdo sexualmente
ativos logo ao amanhecer e que o inicio do chamamento n&o foi afetado pela idade das

mariposas, embora a proporcéo de fémeas “chamando” tenha aumentado com a idade.
2.1.4 Controle de P. citrella em pomares citricos
2.1.4.1 Controle biolégico

Um numero significativo de inimigos naturais é relatado na literatura, associado

ao controle natural do minador-dos-citros, especialmente parasitéides da ordem

Hymenoptera (HEPPNER, 1993). Existem evidéncias, em nivel mundial, de que os
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surtos de P. citrella podem ser reduzidos por meio da utilizacdo de parasitéides como

agentes de controle bioldgico. O Brasil possui uma fauna rica de parasitoides de insetos
minadores; muitas espécies nativas tém sido encontradas parasitando o minador-dos-
citros em altos niveis populacionais, mas sem serem suficientes para controla-lo
(PENTEADO-DIAS et al., 1997; SA et al., 1998).

O parasitismo natural é responsavel por taxas significativas de mortalidade
durante os estagios imaturos do minador, variando de 17 a 54,4% (CHEN; LE, 1986;
UJIYE, 1988).

Os principais parasitdides com potencial de controle do minador-dos-citros sao:
Ageniaspis citricola Logvinovskaya; Galeopsomyia fausta Lasalle; Cirrospilus ingennus
Gahan; Elasmus sp. e Pnigalio sp. (ARGOV; ROSSLER, 1996, 1998; BROWNING;
PENA, 1995; HEPPNER, 1993; PENA; DUNCAN; BROWNING, 1996; SMITH; HOY,
1995; SUBBA RAO; RAMAMANI, 1965).

No Brasil, o parasitdide nativo mais abundante é o microimenoptero G. fausta
(PENTEADO-DIAS et al., 1997; NASCIMENTO; VIDAL, 1998; SA et al., 1998; SA et al.,
1999).

Dentre essas espécies, A. citricola tem sido indicado como o agente de controle
biolégico mais eficiente na implementagdo de programas de controle biolégico classico
desde a sua introdugéo na Australia (NEALE et al., 1995), Israel (ARGOV; ROSSLER,
1996), EUA (HOY et al., 1997) e Peru (SACARIAS; CANALES, 1999). No Brasil, A.
citricola foi introduzido em 1998, com a primeira liberagdo no dia 28 de outubro deste
mesmo ano. Sete anos apds a sua introdugédo, se adaptou totalmente as diversas
regides citricolas do Estado de S&ao Paulo e hoje esta ocupando o nicho de parasitéides
nativos, reduzindo sensivelmente a populagao de P. cirtella (PARRA et al., 2004). Em
algumas regides, por problemas climaticos, o parasitéide ndo se adaptou, como a
regido do Mediterraneo. Segundo Parra et. Al (2004), no Brasil, apés 7 anos da
introducdo de A. citricola. Além dos parasitdides, ainda existem varios predadores
contribuindo para a reducgao das populagdes do minador-dos-citros, entre eles, formigas
lava-pé, aranhas, larvas de crisopideos, tripes, percevejos e vespas (BROWNING;
PENA, 1995, GRAVENA, 1996).
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Apesar do controle natural de P. citrella, por algumas espécies nativas, ser alto, o

controle bioldgico, isoladamente, ndo € suficiente para manter a praga em equilibrio,
havendo necessidade de serem utilizados outros métodos de controle (CHEN;
LE,1986).

2.1.4.2 Controle quimico

Devido a grande importancia dessa praga para a cultura dos citros, o controle
quimico tem predominado como medida de supressao da sua populagéo (KNAPP et al.,
1994). Com base em estudos realizados na Australia, ha recomendagdes de uso de
dimetoato, diazinon e permetrina, entre outros, adicionados a 6leo mineral.

Prates; Nakano e Gravena (1996) recomendaram a utilizagcdo de imidacloprid,
abamectin e diflubenzuron aliados ao manejo da fertirrigagdo, a fim de controlar o
periodo de brotagdo das plantas.

Raga et al. (1998) avaliando a acao de diversos ingredientes ativos em varias
concentragdes, registraram que os produtos tebufenozide, cartap, fipronil, carbaril e
hexytiazox apresentam efeito de choque sobre P. citrella, reduzindo em mais de 80% o
numero de larvas, 6 dias apds a aplicacado. Imidacloprid, apresentou uma acgao inicial
mais lenta e alcancgou niveis de reducgao de larvas de até 97,9% aos 14 e 28 dias apds
a aplicagao.

Rodrigues et al. (1997) testaram nove inseticidas para o controle do minador-
dos-citros em borbulheiras de laranja. Os tratamentos foram: agua (testemunha), 6leo
mineral, ciflutrina, dimetoato, abamectin mais 6leo mineral, diflubenzuron, imidacloprid
mais oOleo mineral, deltametrina e Bacillus thuringiensis. Todos os produtos e doses
avaliadas proporcionaram reduc¢ao na porcentagem de ramos atacados € no numero de
minas, sendo abamectin mais 6leo mineral o mais efetivo na redu¢do da praga, seguido
de imidacloprid mais 6leo mineral e diflubenzuron.

Macedo; Botelho e Rubim (1996) observaram maior eficiéncia do inseticida
Vertimec 18 CE no controle do minador (95,6% de controle), seguido por Confidor 700
GrDA (90,5%) e Match 50 CE (90,4%).
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Yamamoto; Roberto e Pria Jr. (2000) confirmaram a eficiéncia de acetamiprid SL

e imidacloprid no controle de P. citrella.

Gravena et al. (2000) obtiveram média de infestacdo de 12,9% com o uso de
imidacloprid, em aplicagdo sistémica no tronco e 29,2% para pulverizagdo foliar
convencional.

A adogao do controle quimico deve ser precedida do levantamento do nivel de
infestacdo da praga no pomar, sendo recomendada a pulverizagdo quando o nivel de
controle for atingido. Para P. citrella, o nivel de controle em pomares novos, é de 10%
dos ramos com lagartas vivas de primeiro ou segundo instares e em pomares adultos, é
de 30% dos ramos com lagartas vivas de primeiro ou segundo instares e quando o
talhdo apresentar 50% de plantas com brotagdes novas (GRAVENA, 1998). Entretanto,
devido a dificuldade de serem realizadas as amostragens e devido a falta de
conscientizagao dos produtores, o controle quimico muitas vezes € realizado de forma

preventiva.

2.1.4.3 Controle cultural

Knapp et al. (1995) sugerem como medida de controle cultural a poda de
brotagcbes, visando uniformizar os fluxos de crescimento, além da reducdo da
fertirrigacéo e niveis de irrigagdo no verao e outono, quando ocorrem altas populacdes
da praga. Entretanto, tém-se encontrado dificuldades em implantar essas medidas nas
condigdes da Florida, EUA, onde ocorrem grandes tempestades.

Batra; Sharma e Chanana (1992) constataram em estudos de campo na india, a
resisténcia das variedades Carrizo, Sacaton, Savage, Troyer, Yama, Citrange,
Citrumelo, Cambell Valéncia, Pomary, Rubidox e Murraya Koenigui ao minador. O porta
enxerto Cledpatra apresentou-se como pouco suscetivel.

O uso de variedades de citros resistentes ao ataque do minador por antibiose ou

nao preferéncia para oviposigao tem sido preconizado por Wilson (1991).
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2.1.4.4 Controle mediado por semioquimicos

Dentre os varios grupos de animais, os insetos provavelmente sdo os que mais
dependem do olfato para desempenhar suas atividades comportamentais (BIRCH;
HAYNES, 1982). A comunicagdo € parte integrante do comportamento, e
diferentemente dos outros animais que utilizam amplamente a visao e audigcéo, para os
insetos, o sistema olfativo, por meio de sinais quimicos, € a fonte primaria de
informacao. Os odores sdo muito importantes na localizagao das presas, na defesa e
na agressividade, na selegdo de plantas, na escolha do local de oviposigao, na corte e
no acasalamento, na organizagdo das atividades sociais e em diversos outros tipos de
comportamento.

As substancias quimicas usadas na comunicagdo, em geral, sdo denominadas
semioquimicos, o que significa “sinais quimicos”, os quais podem ser aleloquimicos ou
feroménios, dependendo da acdo que provoquem. Os aleloquimicos sao substancias
de acao interespecifica e os feromOnios sdo substancias quimicas de acao

intraespecifica.

2.1.5 Feromonio sexual de insetos e sua utilizagao

O termo feroménio pode ser definido como “substéncia secretada por um
individuo para o exterior e recebida por um segundo individuo da mesma espécie
provocando uma reagao especifica (comportamento definido) ou um processo de
desenvolvimento fisioldgico definido” (KARLSON; LUSCHER, 1959). Os feroménios
podem ser definidos, de forma mais abrangente, como infoquimicos mediadores de
uma interagdo de organismos da mesma espécie (agao intraespecifica), produzindo
uma resposta comportamental ou fisioldgica adaptativamente favoravel ao receptor, ao
emissor ou a ambos 0s organismos na interagao (VILELA; DELLA LUCIA, 2001).

Ferombnios sexuais sd0 mensageiros quimicos produzidos por um sexo do
inseto para atragdo do sexo oposto com propédsito de reprodugdo. Estes compostos
estdo entre as substancias fisiologicamente mais ativas hoje conhecidas, por causarem

respostas quando usadas em concentracdes extremamente baixas.
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O maior numero de espécies de insetos cujos feroménios tém sido estudados no

Brasil pertence a ordem Lepidoptera. A utilizacdo de feroménio sexual em armadilhas
adesivas tem sido eficiente no monitoramento de trés importantes pragas pertencentes
a familia Gelechiidae: Pectinophora gossypiella (Saund.) (lagarta-rosada-do-
algodoeiro), Phthorimaea operculella (Zeller) (traga-da-batatinha) (VILELA, 1988) e Tuta
absoluta (Meyrick) (tragca-do-tomateiro) (ATTYGALLE et al.,1995; SVATOS et al. 1996).

O ferombnio da broca-da-cana, Diatraea saccharalis (Fabr.) (Lepidoptera:
Crambidae) tem sido utilizado na determinagdo da sua flutuagdo populacional
(ALMEIDA; ARRRIGONI, 1989; BOTELHO et. al, 1993), na determinagdo da sua
dispersao (BOTELHO et al., 1978) e na tentativa de controle por meio de coleta massal
(LIMA FILHO; RISCADO, 1988; TERAN et al., 1985; TERAN; REZENDE, 1987).

Na familia Tortricidae, foram descobertos os feroménios sexuais de duas
importantes pragas no Brasil, hoje sintetizados, e vendidos comercialmente. O primeiro
caso, foi a identificacdo de 3E,5Z-acetato de dodecadienila, feroménio sexual da lagarta
enroladeira da macieira Bonagota cranaodes (Meyrick), por Unelius et al. (1996). O
segundo caso, foi a descoberta, identificagdo e sintese do feromonio sexual do bicho-
furdo dos citros, Ecdytolopha aurantiana (Lima) por Leal et al. (2001), que é utilizado
para o monitoramento desta importante praga dos citros (BENTO; VILELA; DELLA
LUCIA, 2001). Outra espécie de importancia na area agricola, pertencente a esta
mesma familia, Grapholita molesta (Busck), inseto praga de frutiferas temperadas,
especialmente de pessegueiro e nectarina, teve o feroménio sexual sintético utilizado
no Brasil para estudo de sua dinamica populacional (LOECK; BERTOLDI; SALLES,
1991; SILVEIRA NETO et al., 1981) e para o seu controle (SALLES MARINI, 1989).

Dentre as vantagens da utilizagdo do feromdnio, como instrumento de controle,
estdo a facilidade de utilizagdo, a especificidade, o carater ndo poluente e a grande
compatibilidade com outros métodos de controle.

E necessario, portanto, conhecer cada situacdo em detalhe, para que se possa
obter resposta maxima, em termos de comportamento, em relacdo ao feromédnio
estudado.

A sintese dos feroménios sexuais tem sido responsavel pela utilizagao crescente

destes compostos, no manejo e regulagcéo de populagdes de inseto, seja por meio do
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monitoramento, coleta massal ou confundimento de pragas (BENTO, 2001). No

monitoramento, as armadilhas contendo o feromdnio sexual sintético podem ser
utiizadas na detecgdo ou determinacdo da incidéncia prematura de pragas; na
determinagéo da distribuicdo de um inseto em uma dada area geografica (ELKINTON;
CARDE, 1981); na inspegdo e prevengdo quarentendria; na obtengdo de estimativas
populacionais (DATERMAN, 1982). Essas armadilhas, geralmente capturam individuos
mesmo em baixa densidade populacional; sendo assim, elas sdao empregadas para
fazer previsao da incidéncia de uma dada praga, contribuindo para a determinagao da
época de aplicacao de medidas de controle na cultura (VILELA; DELLA LUCIA, 1987).

A coleta massal consiste na captura de insetos por meio de um sistema de
armadilhas, contendo feromoénio sintético, capaz de retirar um numero significante de
individuos, reduzindo a populagédo da praga a um nivel aquém do de dano econémico
(VILELA; DELLA LUCIA, 1987).

O confundimento de insetos pragas por meio de feroménios, consiste na
impregnagao da area com feromdnios sintéticos, visando ao rompimento do sistema
normal de comunicacéo entre os individuos, reduzindo a probabilidade de encontros e
agregacao dos sexos e, consequentemente de acasalamentos. Segundo Campion
(1984), a exposigdo constante do inseto a um alto nivel de ferombnio conduz a
adaptacédo dos receptores sensoriais olfativos da antena e a habituacdo do sistema
nervoso central, fazendo com que o inseto ndo responda mais ao estimulo. Assim, a
aplicagdo de grande quantidade de feromoénio sintético numa area, impossibilita que o
inseto siga a pluma de feromdnio natural, provocando o confundimento (VILELA;
DELLA LUCIA, 1987).

Variaveis como tamanho, cor, forma das armadilhas, altura de colocacdo em
relacdo ao solo e local de instalagao, formulacao, propor¢cao dos componentes e dose
do feromdnio, podem ser determinadas ou corrigidas a partir do conhecimento do
comportamento dos insetos.

Para o desenvolvimento destas armadilhas sdo necessarias varias etapas desde
a verificagdo da existéncia de um feromdnio, até sua identificacéo, sintese e testes de
eficiéncia no campo (LINGREN; HENNEBERRY; BARIOLA, 1980).
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Etapas intermediarias, envolvendo estudos comportamentais, permitem

caracterizar o sistema de comunicagdo da espécie-praga, e assim, otimizar o
desempenho das armadilhas quando instaladas no campo (VILELA; DELLA LUCIA,
1987).

Os estudos de comportamento de insetos visando a obtencédo e sintese de
feroménios sexuais, vém aumentando muito nos ultimos anos, principalmente entre os
insetos da ordem Lepidoptera e mais freqlientemente entre os microlepidépteros. O
numero de feroménios sintéticos, incluindo os de insetos de outras ordens como
Coleoptera, passaram de 100 em 1987 para mais de 1.500 no final do século 20
(TILLMAN et al., 1999).

O uso de feroménio sexual tem se mostrado eficiente e promissor, para o manejo
de insetos-praga em um grande numero de culturas. A procura pelos consumidores em
todo o mundo por produtos cada vez mais livres de agroquimicos devera favorecer o
emprego mais intensivo dos feromdnios como estratégia de controle entre os

produtores nos préximos anos (BENTO et al., 2001).

2.1.6 Feromonio sexual de P. citrella

Embora os feromdnios sejam, geralmente substéncias quimicas simples, a
grande maioria dos feroménios sexuais de Lepidoptera é constituida de mais de um
componente. Em um sé reservatério de uma glandula, podem existir, mais de 30
componentes.

O primeiro exemplo de um feroménio multicomponente em Lepidoptera [mistura
de (Z,E)-9,12-acetato de tetradecadienila-(Z,E)-9,12-TDA- e (Z)-9-acetato de
tetradecenila —(Z)-9-TDA-], ambos componentes do feromdnio sexual de Spodoptera
eridania (Cramer) foi identificado por Jacobson et al. (1970).

Pelo fato de ser multicomponente, o feroménio sexual produzido por um dos
sexos de uma determinada espécie de inseto, pode eventualmente atrair insetos do
sexo oposto de uma outra espécie que possua como constituinte do seu feromdnio, um

ou mais compostos em comum (semelhantes).
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O feromoénio sexual da lagarta rosada € uma mistura de [(7Z,112)-7,11-acetato

de hexadecadienila e (7Z,11E)-isbmero] (HUMMEL et al., 1973; BIERL et al., 1974),
sendo este ultimo composto também identificado em fémeas de Sitotroga cerealella
(Olivier) (VICK et al., 1974). Essas duas espécies pertencem a familia Gelechiidae.
Experimentos de campo realizados na Australia, utilizando-se os componentes do
ferombénio da lagarta rosada mostraram a atragdo de duas outras espécies de
Gelechiidae (ROTHSCHILD, 1974).

Os primeiros trabalhos indicando um possivel feroménio sexual de P. citrella,
surgiram quase que por acaso, quando Ando et al. (1985) no Japao, descobriram
acidentalmente num ensaio de selecao de atraentes para espécies de Gelechiidae, que
o composto (Z,Z)-7,11-hexadecadienal (Z7Z11-16Ald) poderia atrair esta praga. A partir
dai, este composto foi sugerido erroneamente por diversos autores como um atraente
sexual de P. citrella (UJIYE 1990; YEN; CHANG, 1991). Contudo, testes de campo com
armadilhas contendo o mesmo composto utilizado por Ando et al. (1985) falharam na
China, Espanha, Italia, EUA, Turquia e Brasil (revisados em SANTANA et al., 2003).
Somente no final da década de 80, Du et al. (1989) demonstraram que esse composto
tratava-se, na verdade, de um forte atraente sexual para Phyllocnistis wampella Liu et
Zeng, mostrando-se pouco atrativo para P. citrella. A partir dai, as pesquisas se
voltaram novamente para os estudos basicos do comportamento deste inseto (PARRA-
PEDRAZZOLI et al., 2006), primordiais para a identificacao e sintese do seu feroménio

sexual.

2.1.7 Procedimentos utilizados para a extracdo, isolamento e identificacdo de

feromonio de insetos.

O primeiro feroménio sexual identificado de um inseto foi o do bicho-da-seda, B.
mori (BUTENANDT et al., 1959). Para esta identificag&o, foi necessaria a utilizacédo de
mais de 500 mil insetos (AGOSTA,1990), em fungédo dos poucos recursos tecnoldgicos
existentes na época, que impossibilitavam a analise de pequenas quantidades de

material.
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Com o avango das técnicas fisico-quimicas de analise, principalmente da

espectroscopia de massa e da cromatografia gasosa, que utilizam equipamentos com
alto grau de sensibilidade e resolucao, a extragado de um pequeno numero de insetos ja
é suficiente, para que se possam obter os primeiros dados espectrais da molécula.

O grande entrave para a identificagcdo de feroménios esta no fato desses
materiais biologicamente ativos serem produzidos pelos insetos em quantidades
extremamente baixas (10° — 10°) (NASCIMENTO; SANTANA, 2001), em meio a uma
grande quantidade de compostos inativos, porém quimicamente semelhantes.

Assim, o processo de identificagdo requer técnicas gerais e procedimentos que
permitam a obtencdo de materias naturais puros, em escala de nanogramas. O sucesso
no isolamento e identificagdo do(s) composto(s) biologicamente ativo(s) sempre estara
relacionado a escolha correta dos procedimentos analiticos.

A seguir serao descritos de forma introdutéria os procedimentos utilizados para a
extracdo, isolamento e identificagdo de feroménio de insetos. Para uma abordagem

completa consultar Hummel e Miller (1984); Millar e Haynes (1998).
2.1.7.1 Coleta de material

A preparacdo de um extrato biologicamente ativo representa o primeiro
importante passo na identificagcdo de um semioquimico. Esta € uma etapa que nao deve
ser subestimada e consideragbes cuidadosas dos métodos e condigbes podem
minimizar esforgcos e tempo. Existem varios aspectos a considerar : 1 — produtos
naturais variam consideravelmente quanto a estabilidade; varios semioquimicos
degradam facilmente e varios métodos sdo exigidos para minimizar esta degradagéo;
2 — pode ser dificil ou impossivel recuperar toda a atividade em um simples extrato; 3 —
A extracdo deve ser cuidadosamente realizada para aumentar a eficiéncia. Uma
extracao eficiente € aquela em que todo ou quase todo o material de interesse é
extraido e os demais materiais (Qque ndo sdo de interesse) sdo minimizados. Dessa
forma, a escolha do solvente é muito importante; 4 — cuidados devem ser tomados para
minimizar contaminacdes do extrato natural com fontes diversas como gorduras das

maos, plasticos etc.
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Jacobson (1972) relatou que diclorometano, hexano e éter eram os solventes

preferidos para a extracdo de feromdnios uma vez que eles sdo suficientemente
volateis para que os extratos sejam concentrados sem a necessidade de serem
expostos a altas temperaturas, além do diclorometano n&o ser inflamavel. Outro
solvente que também tem sido utilizado € o benzeno (BERGER, 1972).

Dois métodos sao, basicamento, mais utilizados para a coleta de feromdnios: o
método da aeracgao (coleta de volateis) e o método da extragao por solvente (extragao
direta da glandula). Entretanto, existem outras técnicas que serao descritas neste item
e que exigem menor quantidade de solvente para a extragao.

Por meio do processo de aeragao, todos os volateis emitidos pelos insetos,
incluindo os feromoénios, podem ser coletados. Os compostos sdo adsorvidos em
polimeros especiais [Porapak Q (etilvinilbenzeno-divinilbenzeno; Supelco), Tenax (6xido
de 2,6-difenil-p-fenileno; Supelco) Super Q, silica gel, carvao ativado etc.] e a
dessorgao é realizada utilizando-se solventes como diclorometano, hexano e éter, com
um alto grau de pureza. A preferéncia por tais solventes se deve a volatilidade dos
mesmos, 0 que possibilita a evaporacdo sem que os materiais coletados sejam
expostos a altas temperaturas. Ainda assim, perdas de material por arraste poderao ser
observadas.

Se nao for conhecida a faixa de horario do dia em que a produgao de feromdnios
pelos insetos é mais efetiva, a coleta deve ser realizada durante um periodo de 24
horas.

Os sistemas de aeracao utilizados geralmente sdo de vidro, sendo adaptada na
entrada do sistema, uma coluna contendo carvao ativado, para que o ar seja pré-
filtrado. A um fluxo de 1 L/min, os volateis sdo arrastados até a extremidade oposta e,
entdo, adsorvidos no polimero. Cabe ressaltar que este processo nao ira,
necessariamente, garantir uma total adsor¢cdo dos compostos e de todos os
componentes. A utilizagéo inicial de diferentes polimeros é recomendada, sendo que
uma comparagao posterior dos resultados alcangados, indicaria o melhor sistema a ser
empregado para um determinado inseto. Apos o tempo adequado (24 h), interrompe-se

0 vacuo e a coluna contendo os compostos adsorvidos é desconectada do sistema.
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Uma vez aprisionados no adsorvente, dessorcdo térmica ou extragcao por

solvente sdo empregadas para extrair o feroménio da superficie do polimero, dando-se
preferéncia a técnica de extragao de solvente. O processo de dessor¢cado dos volateis
deve ser feito utilizando-se uma pequena quantidade de solvente (~ 2,5 mL) visando
reduzir o grau de impurezas.

A metodologia mais utilizada para a coleta de ferombnios é a extracdo por
solvente pois, além da praticidade do método, ela requer um tempo muito menor para a
obtencdo do material, se comparado ao método da aeracdao. No entanto, utilizando-se
este processo, o material coletado sempre ira apresentar uma quantidade muito maior
de impurezas, como hidrocarbonetos, acidos graxos e outros, visto que todo o conteudo
do inseto estd sendo extraido, incluindo gorduras e cuticulas. O método se torna
extremamente vantajoso, quando se sabe em qual parte do corpo do inseto esta
localizada a glandula produtora do feroménio, pois, desta forma, a extragcdo pode ser
feita apenas nesta regido especifica, diminuindo consideravelmente as impurezas,
facilitando as analises seguintes.

Em um procedimento padréo, os insetos sao imersos em solvente (quantidade
suficiente para cobri-los) e mantidos por cinco minutos. O extrato é entéo filtrado em
uma pipeta de Pasteur contendo Na,SO4 anidro, e subseqltientemente concentrado.

Embora util, o emprego de solventes na analise de semioquimicos pode trazer
algumas desvantagens, tais como diluicdo da amostra, reacéo do solvente com alguns
compostos, a presenca de impurezas capazes de interferir na identificagdo dos
compostos em menor proporgcdo e o fato de os componentes mais volateis poderem
eluir junto ao pico do solvente. Para evitar desvantagens que o uso do solvente pode
trazer para a analise de semioquimicos, algumas técnicas foram desenvolvidas
(BOWMAN; KARMEN, 1958; BRIDGES; GUINN, 1980; DETTNER et al.,, 1985;
FREVOT et. al., 1982; WEATHERSON; MACLEAN, 1974).

O sistema de aprisionamento proposto por Stalberg-Stenhagen (1972) permite
que os componentes volateis aprisionados em cartuchos com adsorvente possam ser
dessorvidos termicamente e transferidos para a coluna de um cromatdgrafo gasoso,
onde sao separados. Morgan e Wadhamns (1972) desenvolveram uma técnica que

permite a injecado direta de glandulas exdcrinas e partes do corpo do inseto contendo o
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semioquimico. Nesta técnica, as glandulas ou as partes do corpo do inseto sé&o

depositadas em capilares de vidro fechados em uma extremidade. Uma vez depositado
o material de analise, a outra extremidade é selada e o capilar é entéo introduzido em
seringa de acgo inoxidavel que se encontra conectada ao injetor do cromatografo
gasoso. O tubo capilar é quebrado e os componentes volateis sdo levados pelo gas de
arraste até a coluna capilar, onde sao entao separados.

Uma outra técnica para a extragdo de compostos orgénicos € a da microextragéo
em fase sodlida (SPME), que consiste no emprego de uma fibra de silica fundida,
coberta por uma camada de adsorvente (polimero poroso), no qual os compostos séo
adsorvidos, sendo posteriormente dessorvidos termicamente no injetor do cromatografo
gasoso (ZHANG; YANG; PAWLISZYN, 1994; MILLAR; SIMS, 1998). Varios estudos
demonstram vantagens e desvantagens do método (BARLET, 1997; MATICH; ROWAN;
BANKS, 1996; YANG; PEPPARD, 1995)

2.1.7.2 Concentacéo dos extratos

A remocao do solvente € uma das partes mais criticas deste processo. A
volatilidade dos compostos, associada as pequenas quantidades, faz com que as
perdas de material sejam frequentes, diminuindo o rendimento da extragdo. Para que
tais perdas sejam minimizadas, apdés a obtencdo dos extratos, estes devem ser
armazenados em pequenos tubos coOnicos, que irdo facilitar a evaporagdo. Um leve
fluxo de nitrogénio ou argbénio devera ser suavemente passado sobre a superficie do
solvente, até que seja atingida a concentragao desejada.

A concentracdo ideal ira depender de cada caso em particular e envolve fatores
como a quantidade de feromdnio produzida pelo inseto. No entanto, em um primeiro
estagio, as amostras podem ser concentradas para "insetos equivalentes" (IE), ou seja,
supondo-se que a coleta de feroménio foi realizada com 10 insetos (independente do
método utilizado), os extratos seriam concentrados para 10 pL.

Desta maneira, ao se injetar 1yL no cromatégrafo, a principio, estariam sendo

analisados todos os compostos, com suas respectivas proporgdes, para um unico
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individuo. A partir deste dado inicial, as devidas correcdes de concentracdo podem ser

feitas, caso seja necessario (ZARBIN, 2001).

Segundo Millar e Sims (1998), a concentragédo do extrato, quando este possui um
grande volume pode ser feita utilizando-se um evaporador rotativo associado a um
vacuo e a um aquecedor, sendo um minimo de aquecimento necessario para remover o

solvente (maximo 50°C).

2.1.7.3 Andlises iniciais

Apds a obtengdo dos primeiros dados cromatograficos dos extratos, o maior
problema a ser enfrentado, é determinar quais compostos, dentre os varios presentes,
sdo biologicamente ativos.

Uma maneira rapida e pratica de determina-los, € por meio da comparagao dos
cromatogramas obtidos pela analise dos extratos de machos e fémeas. Uma vez que os
feromoOnios sao produzidos especificamente por um Unico sexo, caso sejam
encontradas substancias que estejam presentes apenas em um dos substratos
analisados, isto seria um bom indicativo de serem estes, ou algum destes, os
compostos ativos.

Entretanto, este tipo de comparacado nao € suficiente nem eficaz para a grande
maioria dos casos, 0 que faz com que seja necessaria, a utilizagcdo de técnicas mais

elaboradas, que permitam uma correta atribuicdo dos compostos ativos.

2.1.7.4 Cromatografia gasosa acoplada a um detector eletroantenografico (GC-
EAD)

A eletroantenografia (EAG) € uma técnica muito utilizada para a detecgédo de
volateis percebidos pelas antenas dos insetos. Este método € baseado na descoberta
de Schneider (1957a) que registrou pequenas flutuagbdes de voltagem entre a ponta e a
base da antena quando esta estava sendo estimulada com feromdnio. Schneider
(1957b) foi o pioneiro na técnica de EAG e, estudando o comportamento eletro-

fisioldgico no sistema olfativo de Bombyx mori, revelou que o potencial de recepgéo do
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inseto ao seu feroménio poderia ser registrado utilizando-se uma antena isolada,

posicionada entre dois microeletrodos capilares conectados a um amplificador e a um
registrador.

Subsequentemente a técnica do EAG mostrou-se eficiente em estudos de
insetos de varias ordens, incluindo Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Homoptera,
Orthoptera a Trichoptera, (ROELOFS, 1984; JEWETT; BRIGHAM; BJOSTAD, 1996).

Schneider (1963) sugeriu que a EAG € essencialmente a soma de varios
potenciais dos receptores olfativos registrados mais ou menos simultaneamente por um
eletrodo localizado no epitélio sensitivo. Posteriormente Schneider (1969) interpretou os
potenciais negativos destas pequenas reacgdes elétricas dos dendritos nas células
olfativas como uma despolarizacdo da membrana do receptor. A amplitude da resposta
que corresponde a frequéncia do impulso nervoso gerado aumenta com o aumento da
concentragao do estimulo quimico até o nivel da saturacao ser atingido.

Kaissling e Thorson (1980) resumiram informag¢des de aspectos estruturais,
quimicos e elétricos das sensilas olfativas para eletroentenogramas.

No geral, as antenas dos machos sao providas de longos pélos olfativos e
sensilas, que contém células receptoras que respondem aos componentes do
feroménio da fémea.

A sensibilidade e especificidade da antena do macho, aos seus componentes do
feroménio, fazem do EAG uma poderosa ferramenta para a analise de componentes de
feroménios e para a confirmacao de suas estruturas.

Quando o EAG é utilizado isoladamente, sem um método de purificagdo, como
por exemplo a cromatografia gasosa (GC), ndo apresenta grandes vantagens pois nao
€ possivel especificar quais componentes estao afetando o comportamento biolégico do
inseto e além disso pode-se nao detectar um possivel componente minoritario do
feroménio.

A técnica da Cromatografia Gasosa acoplada ao Eletroantenograma (GC-EAG)
foi primeiramente relatada por Moorhouse et al. (1969) como sendo um método
extremamente eficaz para a deteccédo de feromébnios, uma vez que estaria aliada a
especificidade e sensilbilidade do eletroantenograma a enorme capacidade analitica e

de separagado do cromatografo. Utilizando-se esta nova tecnologia, por meio de uma
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simples analise do extrato bruto, pode-se determinar com total precisdo, qual composto

é o feroménio.

O gas de arraste fica contido em cilindros sob pressdo. A escolha do gas
independe da amostra a ser separada. O mais importante é a sua compatibilidade com
o detector. Os gases mais empregados sao hidrogénio, hélio e nitrogénio e a vazéo do
gas de arraste, que deve ser controlada, é constante durante a analise. O sistema de
introdugcao da amostra (injetor ou vaporizador) no cromatégrafo gasoso consta de um
bloco de metal conectado a coluna cromatografica e a alimentagao do gas de arraste.
Este bloco contém um orificio com um septo, geralmente de borracha de silicone, pelo
qual amostras liquidas ou gasosas podem ser injetadas com microseringas
hipodérmicas. O injetor deve estar aquecido a uma temperatura acima do ponto de
ebulicdo dos componentes da amostra, para que a amostra se volatilize completa e
instantaneamente e seja carregada para a coluna. A amostra apos ser injetada e
vaporizada, percorre toda a coluna cromatografica, onde é efetuada a separagéo dos
compostos. Ao final da corrida, o fluxo (eluente) ao sair da coluna é dividido em dois,
sendo que uma parte vai para o Detector de lonizagdo de Chamas (FID) e,
consequentemente, o cromatograma é tragado e, a outra parte vai para o EAG, onde a
resposta da antena é amplificada. Assim, obtendo-se duas detecgdes simultaneas, é
possivel saber se o composto registrado € biologicamente ativo ou ndo. A separagéo
dos compostos presentes em uma amostra ocorre em diferentes tempos de retencéo,
dependendo da sua volatilidade. O tempo de retengédo pode ser definido como o tempo
transcorrido entre a injecdo da amostra e a sua passagem pelo detector ou 0 maximo
do pico cromatogréfico. E importante que a temperatura da coluna seja rigorosamente
controlada, para assegurar a reprodutibilidade das analises. Normalmente utiliza-se a
programacéao linear de temperatura, por meio da qual a temperatura da coluna vai
sendo aumentada gradualmente durante a analise.

Moorhouse et al. (1969) relataram que o eluente da coluna ao passar
continuamente pela antena do inseto nao era satisfatério uma vez que a resposta da
antena era mascarada pelas flutuag¢des (ruidos) da linha base. Uma explicagdo para as
flutuagcdes pode ser que em GC com colunas empacotadas, os picos maiores Sao

comuns a 60 e 120 segundos e, a exposi¢ao da antena aos componentes do feromonio,
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durante este tempo, pode causar a saturacdo dos receptores olfativos. O sistema de

reservatério de coleta permite que os componentes passem pela antena em pulsos de
trés segundos, mas isto também era um fator limitante na resolugdo dos componentes.

O primeiro GC-EAG com eluente do GC passando continuamente pela antena foi
relatado por Arn; Stadler e Rauscher (1975). Este sistema utiliza colunas capilares de
vidro de alta resolugédo nos quais os picos eluem em poucos segundos (15s ou menos)
e 0s componentes alcangcam a antena em concentragdes bruscamente elevadas ou
como um pulso. Nestas condicbes, os receptores olfativos da antena nido sao
saturados. Este sistema é extremamente vantajoso pois, alia a sensibilidade e
seletividade do EAD, a enorme capacidade analitica e de separagdo do cromatografo.
Pelo fato da antena atuar como detector biolégico do eluente do GC, os autores
sugerem o termo Detector Eletroantenografico (EAD).

GC-EAD possui algumas caracteristicas como: (i) - um simples amplificador de
alta impedancia e um filtro eletrbnico que permite que as respostas da antena sejam
gravadas em um registrador de graficos padrao do GC; (ii)- eletrodos que n&o requerem
um micromanipulador para a preparagao da antena; (iii)- um detector de antenas que
possui extrema sensibilidade e seletividade para deteccdo e confirmagcdo dos
componentes do feroménio.

Os eletrodos sao confeccionados de fios de prata de 1,2 mm de didmetro, com
as pontas achatadas em forma de colher e eletroliticamente cloradas com uma solugao
de NaCl a 1%. Uma gota de solugcdo de NaCl a 0,75% ¢é colocada em cada uma das
pontas em forma de colher do eletrodo, locais onde sdo fixadas a ponta e a base da
antena. Um ou dois segmentos da antena devem ser removidos para permitir contato
elétrico (STRUBLE; HEINRICH, 1984).

Eletrodos capilares de vidro usados para EAG podem também ser utilizados no
EAD, entretanto eles ndo cabem facilmente dentro do tubo de vidro de transferéncia do
GC efluente.

Um meétodo para se preparar a antena do inseto consiste na utilizacédo do gel
condutor de eletricidade. O gel pode ser utilizado em micropipetas, em substituicdo a
solucdo salina ou pode ser aplicado na superficie de metal do eletrodo, onde a base e a

ponta da antena sao fixadas (Figura 1). Diferentemente da solugéo salina que repele
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antenas hidrofdbicas, o gel estabelece facilmente um contato com a antena. A base e a

ponta da antena podem ser simplesmente colocadas no interior da gota de gel aplicada
sobre a superficie do eletrodo.

Na pratica, géis de boa qualidade (SPECTRA 360, Parker, orange, N.J. EUA)
nao interferem significativamente nas respostas do EAG e podem ser usados com
muitas vantagens em relagdo a outros métodos de preparagao de antenas. Um bom gel
nao deve ressecar facilmente e deve manter a antena “viva” por mais de uma hora.

O tubo de vidro que transfere o GC eluente e o amplificador, sdo apoiados na
estrutura do GC, na localizagdo mais conveniente. O eluente do GC entra no referido
tubo a cerca de 10 a 15 cm da antena preparada. A temperatura da agua que forra a
parede do tubo e a temperatuta do umidificador do ar sdo controladas entre 18 e 26 °C
por meio de um circulador de agua. O ar € umidificado ao passar por uma garrafa
contendo agua. Este ar umidificado esfria o fluxo do GC e evita o ressecamento da
antena.

A primeira aplicacao pratica do GC-EAD foi para a analise do feroménio sexual
de Lobesia botrana (Lepidoptera: Tortricidae) (ARN; STADLER; RAUSCHER, 1975).

Um bom exemplo para se avaliar as respostas do EAD e do DIC (FID)
simultaneamente foi na deteccdo do feromdnio de Tortrix viridana (Lepidoptera:
Tortricidae) (ARN et al., 1979). O EAD do extrato natural do feromdnio sexual obtido
por meio da lavagem do corpo da fémea mostrou a maior resposta no tempo de
retencdo de Z11-14:0Ac, que coincidiu com um pequeno pico no cromatograma do
DIC. O componente do feromdnio Z11-14:0Ac e o composto sintético produziram uma
resposta no EAD com similar intensidade. A estrutura dos componentes foi confirmada
por GC-MS e o composto sintético atraiu machos em condicbes de campo. A resposta
do EAD mostrou uma resposta pouco antes do Z11-14:0Ac, que corresponde ao tempo
de retencdo do E11-14:0Ac ou Z9-14:0Ac. Havia quantidade insuficiente destes
componentes para serem detectados pelo GC-MS, e combinagdes de E11-14:0Ac e
Z91-14:0Ac com Z11-14:0Ac reduziram as capturas em condigdes de campo. O
componente minoritario do feroménio pode ser um inibidor de atracdo ou pode estar

relacionado com outros aspectos do comportamento de acasalamento.
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A Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector eletroantenografico (GC-EAD)

(Figura 2) tem sido uma importante técnica para a deteccdo de componentes
majoritarios e minoritarios do feromdnio de varias espécies de lepidopteros (ARN et al.,
1976, 1982; BESTMANN et al, 1979, 1980; GUERIN et al., 1982; STRUBLE et al.,
1980; STRUBLE; RICHARDS, 1983).

Atualmente, s&o raros os trabalhos de elucidagao estrutural em que este recurso
nao €& empregado (ZARBIN, 2001). Normalmente, os componentes ativos dos
feromonios registrados pelo EAD estdo presentes em quantidades extremamente
baixas, sendo praticamente impossivel detecta-los por outro método de analise, como

por meio da comparacao de espectros.

A

Figura 1 — Exemplo de preparagdo de uma antena (detector biolégico do GC-EAD) utilizando-se gel
condutor de eletricidade aplicado sobre a superficie do eletrodo. Universidade da
Califérnia/Davis, Laboratério de Ecologia Quimica “Maeda-Duffey” - EUA . A — Cabeca de um
lepidoptero (Amyelois transitella) com uma antena removida; B — Fixagdo da base da antena
em uma das extremidadesdo eletrodo contendo uma gota do gel; C — Fixagdo da ponta
daantena na outra extremidade do eletrodo também contendo gel; D e E — Detalhes da
antena preparada; F — Colocagéo do eletrodo com a antena preparada no interior do tubo de
vidro por onde passa o eluente do GC
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GC-EADSSY0

Figura 2 — A - Cromatografo gasoso acoplado ao detector eletroantenografico (GC-EAD). B - Eletrodo
com a antena preparada sendo colocado no interior do tubo de vidro por onde passa o
eluente do GC. Universidade da Califérnia/Davis, Laboratério de Ecologia Quimica “Maeda-
Duffey”- EUA

2.1.7.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

Uma vez conhecido(s) o(s) composto(s) biologicamente ativos(s), inicia-se a
etapa de elucidagao estrutural. Dessa forma, o primeiro espectro a ser realizado é,
normalmente, o espectro de massa. Apenas uma pequena quantidade de material é
exigida para a anadlise, sendo que as informagdes obtidas sdo fundamentais para a

determinagao estrutural da molécula.
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O fato de o equipamento utilizado estar acoplado a um cromatégrafo a gas (GC-

MS), faz com que os espectros adquiridos, sejam referentes a compostos quimicamente
puros.

Para identificacdo de feroménios, os métodos comumente empregados para
ionizar e fragmentar os compostos sdo os de ionizagado quimica (Cl) e de impacto de
elétrons (El).

Essa combinacdo de técnicas se mostra extremamente eficiente pois, se para
um determinado espectro o pico molecular ndo for registrado, ou for de baixa
intensidade quando obtido por meio de El, a Cl é empregada para a determinagdo do
peso molecular correto do composto, ao passo que a EIl, fornece muito mais
informacdes a respeito da estrutura, por de apresentar um numero maior de
fragmentacoes.

Bjostad, Jewett e Brigham (1996) identificaram o feroménio sexual de
Hesperophylax occidentalis (Banks) (Trichoptera: Limnephilidae), utilizando as duas
técnicas de fragmentacédo. Os dados obtidos por GC-MS (EIl) do composto, indicaram
uma massa relativa aparente de 156 e, por meio das analises dos fragmentos e
comparagao destes com padrdes, sugeriu-se a estrutura de uma alcan-3-ona. O pico
base m/z 174 (M+18), obtido por GC-MS (CI-NH3), confirmou a massa molecular 156
para o composto em questdo. O tempo de retencdo observado para o feroménio se
mostrou inferior ao da decan-3-ona e superior ao da nonan-3-ona, utilizadas como
padrdes sintéticos. Isso sugeria 0 composto como sendo a nonan-3-ona, porém com
uma ramificagdo metilica.

No intuito de determinar qual seria a posicao trissubstituida na molécula, o
esqueleto (hidrocarboneto) da estrutura foi preparado, a partir de derivatizagdes
quimicas realizadas no produto natural (descritos no item: Micro-derivatizagdes), visto
que o0s espectros de massas de todos os monometil nhonanos estdo descritos na
literatura (STENHAGEN; ABRAHAMSSON; MCLAFFERTY, 1974) e diferem
significativamente entre si.

Por meio de comparacgdes, identificou-se o hidrocarboneto obtido, como sendo o
4-metil nonano, o que indicava, mediante os dados anteriores, duas possibilidades

estruturais para o feroménio; a 4-metil-nonan-3-ona ou a 6-metil-nonan-3-ona. Para se
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atribuir em definitivo a estrutura quimica da molécula, uma analise minuciosa do

espectro de massas se fez necessario. A presenga dos fragmentos m/z 72 e m/z 84,
indicaram, indubitavelmente, que tal composto era a 6-metil-nonan-3-ona.

As mesmas fragmentagdes, quando realizadas com a 4-metil-nonan-3-ona,
deveriam apresentar fragmentos m/z 70 e m/z 86, os quais nao estdo presentes no

espectro do produto natural.

2.1.7.6 Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia no infra-vermelho (GC-
FTIR)

A técnica da Cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia no infra-vermelho
(GC-FTIR) é empregada com o objetivo de se obterem informacdes sobre a presenca
ou ndo de determinados grupos funcionais na molécula, como hidroxilas, carbonilas,
carboxilas etc., em fungcdo destes apresentarem absor¢des bastante caracteristicas no
espectro (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRIL, 1981). Este novo conjunto de dados,
quando aliado aos previamente obtidos, auxilia na elucidacao estrutural. As frequéncias
de absorcdes no infravermelho se extendem de 200 a 5000 cm™. No entanto, na
identificagdo de feroménios (e da grande maioria das substancias organicas), a regiao
entre 600 a 4000 cm™ é a que apresenta maior interesse.

A aquisicdo de um espectro no infra-vermelho de um feromdénio ndo é um
processo simples. A utilizacdo de microcelas especiais, normalmente se faz necessario
(TUMLINSON; HEATH, 1976), sendo que o composto a ser analisado deve sempre
apresentar um alto grau de pureza, para que se evitem falsas conclusées. Mesmo
tomando-se todas essas precaucdes, os espectros obtidos nem sempre sao
satisfatorios para identificacao.

Uma maneira pratica e eficiente de se obter bons espectros, tendo-se pequena
quantidade de material e sem haver a necessidade de uma prévia purificacao, é a
utilizagdo de um espectrémetro de infravermelho (com transformada de Fourier),
acoplado a um cromatografo a gas (GC-FTIR). O sistema foi introduzido inicialmente,

por Low e Freeman 1967, porém somente com as modificagdes realizadas por Bourne
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et al. (1990) é que este passou a ser rotineiramente utilizado para a analise de

substancias volateis ou volatilizaveis.

O fato de os compostos estarem presentes em fase gasosa, faz com que as
frequéncias de absorgdes observadas ndao sejam, necessariamente, coincidentes com
aquelas detectadas, quando da aquisicdo do espectro em fase condensada. Os valores
destas frequéncias, para diversos grupos funcionais estdo descritos em Leal et al.,
(1992).

Na identificagdo do feroménio de Heptophylla picea (Coledptera: Scarabaeidae)
(LEAL; YADAVA; VIJAYVERGIA, 1996), os dados obtidos pelo espectro de infra-
vermelho foram decisivos para a correta atribuicido estrutural. Analises preliminares
indicavam a possibilidade da estrutura ser uma g-lactona, tendo esta uma cadeia lateral
com duas duplas ligagdes. O espectro de infra-vermelho tornava clara a existéncia do
sistema oxaciclopentan-2-ona (1772 cm-1) e ainda sugeria que uma das duplas
ligacbes seria terminal (3073 e 1641 cm-1), e a outra apresentaria configuragcédo cis
(3002 cm-1). Estes dados permitiram atribuir a estrutura da (Z)-7,15-hexadecadien-4-

olida para este feroménio.

2.1.7.7 Purificacéo

Para dar continuidade ao processo de identificagdo, é fundamental a obtencéo
de amostras puras do feroménio, pois se for necessaria a realizagao de derivatizagdes,
um correto monitoramento dos produtos formados s6 € possivel se estas forem
realizadas a partir de um unico componente. Um outro fator, € que os bioensaios devem
ser realizados com compostos puros, uma vez que as impurezas quimicas,
normalmente, afetam a atividade bioldgica do produto natural (TUMLINSON; HEATH,
1976).

Varias sdo as técnicas empregadas para a separagcédo dos componentes ativos
de uma mistura, e a escolha entre elas é feita, basicamente, em fungcdo da quantidade
de material disponivel e do grau de resolugao desejado (TUMLINSON; HEATH, 1976).

A cromatografia em coluna é uma metodologia bastante eficiente, amplamente

utilizada e oferece certas vantagens em relacdo as demais; apresenta baixo custo, &
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pratica e o material utilizado pode ser descartado apds o uso, evitando possiveis

contaminacgdes. Diferentes tamanhos e didmetros de colunas podem ser utilizados, em
funcdo da quantidade de material a ser separado. As colunas, quando empacotadas
com silica gel, sédo eluidas com diferentes combinagdes de solventes, aumentando-se
gradativamente a polaridade. Em um procedimento basico, a eluigdo € iniciada com
hexano, seguido de misturas de hexano:éter etilico/ 95:5, 90:10, 75:25, 50:50, 25:75 e,
entao, éter etilico.

Bioensaios s&o conduzidos, no intuito de se determinar qual a fracdo que contém
o feroménio. Este monitoramento também pode ser feito, por meio do sistema EAD.

Sabendo-se em qual gradiente de solvente o feromdnio foi eluido, pode-se ter
uma idéia sobre a polaridade do composto, e fazer suposi¢cdes a respeito do grau de
funcionalizacao que este apresenta.

Uma vez determinada a fragcdo ativa, a pureza do feroménio € checada por
cromatografia gasosa (GC). Se o grau de pureza obtido ndo for considerado
satisfatério, o processo € repetido até que seja atingida a pureza desejada. Um novo
sistema de solventes pode ser empregado, sendo que, normalmente, varios ciclos de
fracionamento sdo necessarios, para que se consiga uma amostra de feroménio com

alto grau de pureza.

2.1.7.8 Micro-derivatizagdes

As micro-derivatizagdes sao realizadas no produto natural, quando o conjunto de
dados espectroscopicos obtido ndo foi suficiente para se definir corretamente a
estrutura molecular do feromdnio, mas sugere que isto seja possivel por meio da
analise dos produtos de degradagao da molécula. Beroza (1975) discute varios tipos de
reacdes possiveis de serem realizadas e os principais cuidados a serem tomados,
tendo-se pequenas quantidades de material. Os maiores problemas enfrentados estéo
normalmente relacionados as perdas de material ao término da reacgao.

A necessidade constante em se determinar o correto numero de duplas ligagbes
e a posicdo em que estas se encontram na molécula, principalmente para feromonios

de lepidépteros (ordem de insetos amplamente estudada), fez com que fossem feitas
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varias adaptagdes experimentais para micro escala de métodos ja conhecidos, sendo

que os mais comuns sao hidrogenacédo catalitica (BEROZA; SARMIENTO, 1966),
epoxidagdo (SCHWARTZ; BLUMBERG, 1964), micro-ozondlise (BEROZA; BIERL,
1966) e derivatizagdo com DMDS (Dimetil disulfeto) (VINCENTI et al., 1987).

Varios sdo os caminhos e técnicas empregados no processo de elucidagao
estrutural. Porém, a unica maneira possivel de se atribuir indubitavelmente a estrutura
quimica a um feroménio é a partir da sintese desta provavel estrutura, e posterior
comparacao dos dados obtidos com os do produto natural.

Os produtos sintéticos obtidos poderiam ainda ser comparados com o feromdnio
natural por meio da cromatografia gasosa em colunas quirais, sendo esta a metodologia
mais eficiente empregada para a determinacdo da estereoquimica absoluta do produto
natural (LEAL, 1991; LEAL; YADAVA; VIJAYVERGIA,1996).

2.2 Material e métodos

O trabalho foi desenvolvido parte no Laboratério de Biologia de Insetos do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz (ESALQ), Piracicaba, da Universidade de Sao Paulo
(USP), parte no Laboratério de Ecologia Quimica “Maeda-Duffey” do Departamento de
Entomologia da Universidade da Califérnia (Davis-EUA) e parte no Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos da América (USDA-EUA) com a espécie Phyllocnistis

citrella Stainton, 1856 (Lepidoptera: Gracillariidae).

2.2.1 Criacao de manutencéo dos insetos

Os adultos de P. citrella, utilizados nos experimentos foram criados em
laboratério mantido a 25,0 + 2,0 °C, UR: 65,0 + 10,0% e fotofase de 14 h, baseando-se
em Chagas e Parra (2000).

Para esta criacdo, foram utilizadas como hospedeiro de P. citrllela, plantas de

lim&o cravo (Citrus limonia L. Obseck) com 25 a 30 cm de altura, cultivadas em tubetes
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plasticos pretos de 20 cm de altura por 1,5 cm de didmetro, contendo substrato de

vermiculita e composto vegetal (1:1).

Cerca de 400 plantas foram podadas a cada dois dias, a aproximadamente 1/3
do apice, adubadas com Pikapau Foliar® e mantidas em bandejas plasticas de 42x38x8
cm por cinco dias. Apés este periodo, foram transferidas para as bancadas de metal em
casa-de-vegetacéao, até a emissao das brotagdes, quando foram entéo transferidas para
gaiola de postura com capacidade para 200 plantas também mantidas em tubetes,
confeccionada em madeira e com 60x60x60 cm, sendo a parte superior, de tela de
nailon e a parte frontal, de vidro, com uma abertura de 25 cm de didmetro, a qual se
prendeu uma manga de tecido fino do tipo “voile” possibilitando o0 manuseio das plantas
no seu interior. As plantas foram expostas a postura por dois dias, obedecendo a
proporcdo de um adulto para duas plantas (1:2) no interior das gaiolas. Apds este
periodo, as plantas com postura, foram colocadas em bandejas plasticas de 35x40x8
cm, mantidas em prateleiras de metal na sala de criagdo, por um periodo de 15 dias,
até proximo a emergéncia dos adultos.

As folhas contendo as pupas de P. citrella foram cortadas com tesoura, e em
seguida, colocadas em camaras de emergéncia, constituidas de recipientes plasticos
de 18x30x6 cm, com tampa, providas de seis aberturas circulares de 2,5 cm de
diametro, com tela de nadilon e/ou “voile”, para permitir a troca de ar, evitar a
condensacao e impedir a fuga dos adultos, sendo a base das mesmas forrada com
papel de filtro umedecido, para a continuidade da criacdo e o restante, 80%, foram
individualizadas, para obtengdo de insetos virgens, os quais foram utilizados para a

obtencao do extrato natural do feromébnio sexual.

2.2.2 Individualizacédo das pupas de P. citrella para a obtencéo de insetos virgens

Devido a necessidade da obtengcdo de insetos virgens para a extragdo da
glandula de feromdnio sexual, as pupas de P. citrella em estagio avangado de
desenvolvimento foram recortadas com tesoura, € em seguida, cada pupa foi
individualizada sem retira-la da folha, para evitar a dessecacao; cada uma delas foi

mantida em tubo de vidro de 8,0 x 1,0 cm de diametro, contendo um pequeno pedaco
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de papel de filtro umedecido para manter a folha turgida e tampado com filme plastico

de PVC (Magipack®). Estes tubos foram mantidos na vertical, em grades de metal, no
interior de cdmara climatizada regulada a 25 + 2 °C, UR: 65 + 10% e fotofase de 14 h.
Os adultos, ao emergirem, foram alimentados com uma goticula de mel puro e
permaneceram isolados dentro do tubo de vidro até 0 momento da extragcao da glandula

de feromonio.

2.2.3 Extragao, isolamento e purificagdo do feromodnio sexual de P. citrella

O feroménio sexual natural foi obtido por meio da dissecagdo da glandula
produtora, localizada na porg¢ao terminal do abdémen (segmentos VIl e IX), de 5.000
fémeas virgens de P. citrella com dois dias de idade (Figura 3). Esta extragdo foi
efetuada em microscopio estereoscopico com o auxilio de micro pingas e micro
tesouras, das 6:00 as 8:00h, coincidindo com o horario de ocorréncia dos
acasalamentos desta espécie (PARRA-PEDRAZZOLI et al., 2006). Uma vez removida a
porcao final do abdémen, esta foi imersa em solvente hexano bi-destilado por 1 hora.
Devido a necessidade da utilizagdo de um grande numero de insetos e ao pequeno
intervalo de tempo diario associado ao acasalamento, a extracdo foi realizada em
etapas, acumulando-se diariamente cerca de 200 porgbes finais (glandulas) e
armazenando-se este extrato natural em frascos de vidro conicos de 0,5 ml em ‘freezer’.
Foi acumulado um total de 5.000 equivalentes-fémea e este extrato natural foi
transferido para ampolas de vidro, as quais foram seladas e enviadas para Davis
(Universidade da Califérnia, EUA) para a identificagdo dos compostos.

A remogéao do solvente, ou seja, a concentragao do extrato foi feita por meio da
passagem de um leve fluxo de gas hélio sobre a superficie do solvente, até que fosse
atingida a concentracao desejada.

O extrato cru foi purificado ao ser submetido a uma coluna cromatografica com
silica gel (malha 60-200 Fischer Scientific) e eluido sucessivamente com misturas de
éter-hexano na seguinte ordem: 100:0 (fracdo hexano), 99:1 (fracdo 1%), 98:2, 95:5,
90:10, 50:50, 0:100 (fragao éter) (Figura 4).
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s

Figura 3 — A — Fémea virgem de 2 dias de idade de Phyllocnistis citrella com a porgédo terminal do
abddémen extraida (segmentos VIl e IX) e B — Detalhe da glandula de feroménio exposta,
momentos antes da extracao

Figura 4 — A - Coluna cromatografica com silica gel (malha 60-200 Fischer Scientific) e B - Misturas de
éter-hexano utilizados na purificagdo do feromonio de Phyllocnistis citrella
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2.2.4 ldentificacéo e sintese do feroménio sexual de P. citrella

2.2.4.1 Eletrofisiologia

O acoplamento do detector eletroantenografico a cromatografia gasosa (GC-
EAD) foi possivel gragas a insergao da cabecga extraida do macho de P. citrella em uma
pipeta de vidro conectada a um eletrodo de prata. Utilizando-se um micromanipulador
(World Precision Instruments, Sarasota, FL), a cabega foi posicionada para uma
corrente de ar purificado e umidificado (10 ml/s), proveniente de um tudo longo de vidro
em forma de “L” (20cm x 7mm) mantido a uma distancia de 1 cm da antena. Uma
segunda pipeta, conectada a um registrador (Syntech, Hilversum, The Netherlands),
fixada em um segundo micromanipulador, foi colocada em contato com a parte distal da
antena cuja ponta foi removida. Ambas as pipetas foram preenchidas com solugao
salina Beadle-Ephrussi. Estimulos foram introduzidos na corrente de ar proveniente do
efluente do GC (GC-EAD), através de um orificio no tubo de vidro, posicionado a 10 cm
da antena.

As respostas do GC-EAD foram amplificadas (500x) utilizando-se um
amplificador AC/DC UN-6 (Syntech). A obtencdo e andlise das respostas foram
realizadas utilizando-se um computador equipado com uma placa de conversao de
sinais analogico-digital (IDAC, Syntech), utilizando-se um software especifico para GC-
EAD (Syntech).

Amostras do feromdnio sexual de P. citrella foram injetadas em um cromatografo
gasoso série 6890, contendo uma coluna DB-1 (J&W Scientific, Folsom, CA, 15 m x
0,25 mm; 0,25 ym ou 1,0 ym de expessura do filme). Inicialmente, para a analise da
amostra, utilizou-se um programa de temperatura de 50°C a 280°C, aumentando-se 25
°C/min (Figura 8) e, posteriormente utilizou-se um programa de temperatura de 50°C a
280°C aumentando-se 25°C/min até 180°C, 5°C/min até 215°C e 25°C/min até 280°C
(Figura 11). As temperaturas do injetor e detector foram mantidas a 280°C e o fluxo
para a interface do GC-EAD, apés o splitter da coluna, foi realizado com a temperatura

da interface mantida a 300°C.
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2.2.4.2 Outros procedimentos analiticos

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) foi
conduzida tanto pelo método de ionizagdo quimica (Cl) quanto pelo de impacto de
elétrons (El), utilizando-se um detector seletivo de massa 5973 conectado a um
Cromatografo Gasoso 6890 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA). A separacgéao
cromatografica foi feita em trés diferentes colunas: HP-5MS (Agilent, 30 m x 0,25 mm;
0,25 um), HP-INNOWAX (Agilent, 30 m x 0,25 mm; 0,25 ym) e coluna DB-1 (J&W
Scientific, 15 m x 0,25 mm ; 1,0 ym), que foram operadas a 70°C por 1 min,
aumentando-se para 250°C (ou 290°C) a taxas de 10°C/min (ou 5°C/min) sendo a
temperatura final mantida por 10 min, [70(1)-10-250(10), 70(1)-5-250(10) ou 70(10)-10-
290(10)]. Espectrometria de Infravermelho (1V) foi feita em um equipamento Win GC/IR
Pro (Varian, Randolph, MA, EUA) com a interface do GC e a Scimitar FTS 2000
conectadas ao sistema 6890 Network GC (Agilent). A separacdo cromatografica foi
obtida com uma coluna HP-5 (Agilent, 30 m x 0,32 mm; 0,25 ym) operada a 100(1)-20-
250(5), que significa uma temperatura inicial de 100°C por 1 min, com uma rampa de
aquecimento de 20°C/min até atingir a temperatura final de 250°C, a qual foi mantida

por 5 min.

2.2.4.3 Sintese do (Z,2)-7,11-Hexadecadienal

Uma solucdo de 4 (10,8 g; 57,8 mmol) em THF 100 ml foi adicionada a solu¢ao
em THF (50 ml) de dibromopropano 3 (11,7 g; 57,8 mmol) e Li,CuCl, (0,203g; 0,925
mmol) a 5°C. A solugéo foi agitada por 2 horas, posteriormente, a temperatura foi
aumentada até a temperatura ambiente e mantida ao longo de uma noite. A mistura foi
adicionada em HCI diluido e extraida com éter. A camada orgénica foi lavada com
agua, solucao saturada de NaHCO3 (bicarbonato de sddio), solu¢ao saturada de NaCl,
seca (MgSOy), concentrada e destilada para dar 5 (6,16 g; 26 mmol). A solugédo de 5
(6,16 g, 26mmol) em THF (10 ml) foi adicionada a uma solu¢do em THF (30 ml) de
acetileto de litio em complexo de etilenodiamina (3,11 g; 33,8 mmol) e HMPA (5ml) a

5°C. A solugao foi agitada por 2 horas, posteriormente, a temperatura foi aumentada
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gradualmente até a temperatura ambiente e mantida ao longo de uma noite nas

mesmas condi¢cdes. A mistura foi adicionada em HCI diluido e extraida com éter. A
camada organica foi lavada com agua, solugao saturada de NaHCO3, solu¢ao saturada
de NaCl, seca (MgSOQ,), concentrada e destilada para dar 6 (4,26 g; 23,4 mmol). n-BuLi
(1,6 mol/l solucdo em hexano; 14,6 ml; 23,4 mmol) foi adicionado em solu¢cédo de THF
(50 ml) de 6 (4,26 g; 23,4 mmol) a 5°C. Apés 30 min, 7 (4,47 g; 23,4 mmol) em 10 ml de
HMPA, foi adicionado a solugéo a 5°C. Apds ter sido agitada por 8 horas, a reagéo da
mistura foi adicionada em HCI diluido e extraida com éter. A camada organica foi
lavada com agua, solugdo saturada de NaHCO3, solugdo saturada de NaCl, seca
(MgSOQ,), concentrada e destilada para dar 8 (3,41 g; 11,7 mmol). A mistura de 8 (3,41
g; 11,7 mmol), 5% Pd/BaSO4 (0.17 g) e quinolina (1,7 g) em 30 ml de MeOH foi agitada
por 3 hr em uma atmosfera com hidrogénio. A mistura foi adicionada em HCI diluido e
extraida com éter. A camada orgénica foi lavada com agua, solugdo saturada de
NaHCOg3, solugao saturada de NaCl, seca (MgSO,) e concentrada a vacuo. O material
residual foi cromatografado em coluna de silica gel (hexano-éter, 9:1) para dar 9 (3,07
g; 10,5 mmol). 9 (3,07 g; 10,5 mmol) foi agitada com PTSA (acido p-tolueno sulfénico
monohidratado, 100 mg, 0,53 mmol) em 30 ml de MeOH a 60°C. A solugao foi agitada
por 2 hr, a mistura foi adicionada em HCL diluido e extraida com éter. A camada
organica foi lavada com agua, solugdo saturada de NaHCO3, solucdo saturada de
NaCl, seca (MgSQO,) e concentrada a vacuo para dar 10 (2.65 g, 9.41 mmol). 10 (2,65 g;
9,41 mmol) foi adicionada a 100 ml de THF e HCL diluido a temperatura ambiente.
Apo6s ter sido agitada por 1 hora, a mistura foi adicionada em agua e extraida com éter.
A camada orgéanica foi lavada com agua, solugdo saturada de NaHCO3, solugao
saturada de NaCl, seca (MgSO4) e concentrada a vacuo. O material residual foi
cromatografado em coluna de silica gel (hexano-éter, 9:1) para dar 1 (2 g; 8,47 mmol).
IR (Vmax, film, cm™): 2927, 2858, 2715, 1728, 1654, 1458, 1099, 1011, 914. "H-NMR
(300 MHz, CDCl3): &: 0.90 (3H, t, J=7.5Hz); 1,27-1,42 (8H, m); 1,64 (2H, quinteto,
J=7,5Hz); 2,00-2,09 (8H, 2 picos largos); 2,43 (2H, dt, J=2,1Hz; J=7,2Hz); 5,31-5,43
(4H; m); 9,77 (1H, t, J=1,8Hz). "*C-NMR (75,4 MHz; CDCl3) &: 14,0; 22,0; 22,4; 27,0
(2C); 27,4 (2C); 28,8; 29,4; 31,9; 43,9; 129,1; 129,6; 129,8; 130,4; 202,8; GC-MS: m/z
236, 218, 175, 161, 147, 137, 123, 121, 109, 95, 93, 81, 69, 67, 55 (100%), 41.
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2.2.4.4 Sintese do (Z,Z,E)-7,11,13-Hexadecatrienal

5 (2,37 g; 10 mmol) e Nal (2,98 g; 20 mmol) foram adicionados a acetona (50 ml)
em temperatura ambiente. Apos a solugao ter sido agitada por 2 horas, a mistura foi
adicionada em agua e extraida com éter. A camada organica foi lavada com agua,
solugado saturada de NaHCO3, solugéo saturada de NaCl , seca (MgSO4), concentrada
a vacuo. O material residual foi cromatografado em coluna de silica gel (hexano-éter,
9:1) para dar 11 (2,52 g; 8,91 mmol). n-BuLi (1,6 mol/l solugdo em hexano, 8.4 ml, 13.4
mmol) foi adicionado a uma solugédo em THF (30ml) de 12 (5-cloro-1-pentino 5-chloro-1-
pentyne 1,37 g; 13,4 mmol) a 5°C. Apos 30 min, 11 (2,52 g; 8,91 mmol) em HMPA (5
ml) foi adicionado a solugdo a 5°C. Apds a solugéo ter sido agitada por 2 horas, a
mistura foi adicionada em HCL diluido e extraida com éter. A camada organica foi
lavada com agua, solugcdo saturada de NaHCO3, solucdo saturada de NaCl, seca
(MgSOQO.), concentrada e destilada para dar 13 (1,84 g; 7,13 mmol). 13 (1,84 g; 7,13
mmol) foi agitada com CH3;COOK (1,37 g; 14 mmol) em HMPA (30ml) a 60°C. Apods ter
sido agitada por 2 horas, a mistura foi adicionada em HCI diluido e extraida com éter. A
camada organica foi lavada com agua, solugao saturada de NaHCO3, solug¢ao saturada
de NaCl, seca (MgSQO4) e concentrada a vacuo para dar 14 (1,62 g; 5,7 mmol). A
mistura de 14 (1,62 g; 5,7 mmol), 5% Pd/BaSO4 (0,081g) e quinolina (0,81 g) em MeOH
(10ml) foi agitada por 1 hora em uma atmosfera com hidrogénio. A mistura foi
adicionada em HCI diluido e extraida com éter. A camada orgéanica foi lavada com
agua, solucdo saturada de NaHCO3, solucdo saturada de NaCl, seca (MgSO4) e
concentrada a vacuo. O material residual foi cromatografado em coluna de silica gel
(hexano-éter, 9:1) para dar 15 (1,45 g, 5,13 mmol). A solugéo de 15 (1,45 g; 5,13 mmol)
em MeOH (5ml) foi adicionada a solugédo de MeOH (20ml) de KOH (0,56 g; 10 mmol) e
agua (2ml) a 5°C. Apds ter sido agitada por 1 hora, a mistura foi adicionada em agua e
extraida com éter. A camada organica foi lavada com agua, solugcéo saturada de
NaHCO3, solugéo saturada de NaCl, seca (MgSQ,) e concentrada a vacuo. O material
residual foi cromatografado em coluna de silica gel (hexano-éter, 5:5) para dar 16 (1,1
g; 4,62 mmol). Diclorocromato de piridinio (PDC) foi adicionado a solugéo de CH,ClI, de

16 (370 mg; 1,54 mmol) a 5°C. A solugdo foi agitada por 2 horas, posteriormente a
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temperatura foi aumentada gradualmente até a temperatura ambiente e mantida ao

longo de uma noite nas mesmas condi¢des. A mistura foi cromatografada em coluna de
silica gel com éter e concentrada a vacuo para dar 17 (294 mg; 1,23 mmol). n-BuLi (1.6
mol/l solugdo em hexano, 1,6 ml; 2,46 mmol) foi adicionada a solu¢ao THF (20 ml) de
18 (1,01 g; 2,46 mmol) a -20°C. Apods ter sido agitada por 30 min, a temperatura foi
gradualmente aumentada até a temperatura. Apos ter sido mantida a temperatura
ambiente por 1 hora, a solugao foi resfriada a -100°C. 17 (294 mg; 1,23 mmol) em THF
(2ml) foi adicionada a solugdo a -100°C. Ap0s ter sido agitada por 2 horas, a mistura foi
adicionada em agua e extraida com hexano. A camada orgéanica foi lavada com agua,
solugao saturada de NaHCO3, solugao saturada de NaCl, seca (MgSQ,) e concentrada
a vacuo. O material residual foi cromatografado em coluna de silica gel (hexano-éter,
95:5) para dar 19 (288 mg; 0,987 mmol). 19 (288 mg; 0,987 mmol) foi agitada com acido
p-tolueno sulfénico monohidratado (PTSA, 9,6 mg; 0,05 mmol) em MeOH (30ml) a
60°C. Apos ter sido agitada por 2 horas, a mistura foi adicionada em agua e extraida
com éter. A camada organica foi lavada com agua, solugdo saturada de NaHCO3,
solugao saturada de NaCl, seca (MgSQ,) e concentrada a vacuo para dar 20 (249 mg,
0,888 mmol). 20 (249 mg; 0,88 mmol) foi adicionada a 10 ml de THF e solu¢cao de HCL
diluida a temperatura ambiente. Apos ter sido agitada por 1 hora, a mistura foi
adicionada em agua e extraida com éter. A camada orgénica foi lavada com agua,
solugao saturada de NaHCOS3, solugao saturada de NaCl, seca (MgSQ,) e concentrada
a vacuo. (7Z,11E,13E) -7,11,13-hexadecatrienal foi removido como um aduto da reacéo
de Diels-Alder, realizada com tetracianoetileno. O material residual foi cromatografado
em coluna de silica (hexano-éter: 9:1) para dar 2 (110 mg; 0,47 mmol). IR (Vmax, film,
cm™): 2927, 2854, 2715, 1728, 1651, 1458, 1076, 983. 'H-NMR (300 MHz, CDCl3) &:
1,02 (3H, t, J=7,5Hz), 1,31-1,41 (4H, m), 1,57-1,66 (2H, m), 2,00-2,26 (8H, m), 2,42 (2H,
dt, J=1,8 and 7,5Hz), 5,26-5,43 (3H, m), 5,71 (1H, dt, J=6,6 e 15,0 Hz), 5,96 (1H, t,
J=11,1Hz), 6,29 (1H, ddt, J=1,5, 11,1 e 15,0 Hz), 9,76 (1H, t, J = 1,8Hz). *C-NMR (75,4
MHz, CDCl3) &: 13,6; 22,0; 25,9; 27,0; 27,3; 27,8; 28,8; 29,4; 43,9; 124,6; 129,0; 129,2;
129,3; 130,0; 136,5; 202,8. GC-MS: m/z 234, 205, 173, 149, 135, 121, 107, 95 (100%),
79, 67, 55, 41.
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(2)-7- e (Z)-11-Hexadecenal foram comprados de fonte comercial (Shin-Etsu

Chemical Co. Ltd, Tokyo).
2.2.5 Formulacao e Avaliacdo de Campo

Constituintes do feromdnio sintético em hexano foram enviadas para o Brasil por
correio e mantidas a -80°C até o uso. Cerca de duas horas antes da instalagdo do
experimento no campo, as misturas foram incorporadas em septos de borracha
(Aldrich) (Figura 5) em duas diferentes dosagens, baixa (50ug) e alta (500 ug),
respectivamente; na proporcado trieno:dieno, 3:1 e trieno:dieno:monoeno, 30:10:1. O
experimento constou de 6 tratamentos: (A) Mistura binaria, baixa dose (trieno + dieno,
3:1, 50 pg); (B) mistura binaria, alta dose (trieno + dieno, 3:1, 500 ug); (C) mistura
terciaria, baixa dose (trieno + dieno + monoeno, 30:10:1, 50 pg); (D) mistura terciaria,
alta dose (trieno + dieno + monoeno, 30:10:1, 500 ug); (E) 5- Fémeas virgens com 2
dias de idade; e (F) controle (armadilha sem feromonio).

Os septos, contendo os atraentes e os demais tratamentos, foram colocados no
interior de armadilhas modelo delta (CP, Ltda., Brasil), distribuidas, ao acaso, em
plantas de citros da variedade Natal, com 2 anos de idade, plantadas em um
espacamento de 7 x 4 m (Fazenda Quatrirmas, Botucatu, SP, Brasil) a uma altura de
1.6 m, sendo a distancia entre as armadilhas de 30m. A instalacdo das armadilhas
contendo os diferentes tratamentos, foi realizada pouco antes do anoitecer (Figura 6), a
fim de se evitar uma possivel degradacado dos componentes do feromonio pela agao do
sol. O numero de insetos capturados nas armadilhas foi observado por trés dias
consecutivos (Figura 7), sendo que, diariamente, apos a avaliagao, as armadilhas foram
recasualizadas e as fémeas virgens substituidas. O delineamento estatistico utilizado foi
inteiramente casualizado com quatro repeticbes, sendo os resultados de captura
transformados em V(x+0.5) e submetidos & andlise da varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. Os resultados de
captura dos insetos ao longo tempo (trés dias) foi estudado a partir de uma analise de

regress&o cujo modelo é representado por y = - 5,9821x + 21,325 (R?= 0,9698).
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Figura 5 — Preparagdo do septo de borracha (Aldrich) com as misturas do feroménio sintético de
Phyllocnistis citrella. A — Componentes do feromdnio sendo dosados com seringa; B — Septo de

borracha; C — Septo de borracha sendo impregnado com os componentes do feroménio
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Figura 6 - Instalagdo das armadilhas, contendo os diferentes tratamentos, pouco antes do anoitecer a fim
de se evitar uma possivel degradagdo dos componentes do feroménio de Phyllocnistis citrella
pela agcado do sol. A — Colocagado da armadilha na planta de citros; B — Colocagdo do septo
impregnado com mistura do feroménio de Phyllocnistis citrella; C — Detalhe do septo no interior
da armadilha; D — Detalhe da armadilha preparada na planta

Figura 7 — A - Avaliagdo do numero de machos de Phyllocnistis citrella capturados na armadilha e B —
Posigdo da armadilha na planta
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2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Identificacéo e sintese do feroménio sexual de P. citrella

A atragdo dos machos de Phyllocnistis citrella pelo extrato natural de glandulas
de feromdnio de fémeas virgens ja foi demonstrada, anteriormente, em laboratério
(PARRA-PEDRAZZOLI et al., 2006). Este mesmo extrato quando foi submetido a uma
coluna capilar de silica fundida com fase estacionaria polar, apresentou atividade
comportamental semelhante para os machos de P. citrella na fracdo 2%. Para
determinar os constituintes ativos nesta fragao, utilizou-se um GC-EAD com a antena
do macho de P. citrella como detector biolégico. Trés picos ativos no EAD (A, B e C)
foram identificados (Figura 8), sendo uma atividade residual do pico C também
detectada na fragcdo subsequente (5%). Esta eluicdo padrdo sugeriu que os trés
compostos pertenceriam ao mesmo grupo funcional. Embora n&o claramente
identificados nas analises do GC-MS no modo de impacto de etétrons (El) (Figura 9),
espectros do CI-MS indicaram que os pesos moleculares de A, B e C foram 236, 238 e
234, respectivamente. Baseando-se nos tempos de retengdo dos hidrocarbonetos
saturados padrdo, hipotetizou-se que os trés compostos eram hexadecadienal,
hexadecenal, e hexadecatrienal, respectivamente. Visando comparar os compostos
ativos no GC-EAD com o atraente previamente identificado, preparou-se uma amostra
do (Z,Z2)-7,11-hexadecadienal (1) em 14,7% rendimento total, iniciando com
dibromopropano (Figura 10). O composto sintético Z7Z11-16Ald foi indistinguivel do
pico A no espectro de massa e apresentou um tempo de retencdo idéntico em coluna
polar e apolar (HP-5MS, DB-1, e HP-INNOWAX). A estereoquimica ZZ do 7,11-
hexadecadienal natural foi posteriormente confirmada por GC-FTIR, que demonstrou
uma banda de estiramento caracteristica de ligagdes cis C-H (intensidade média) a
3012 cm™ (LEAL, 1998). Posteriormente, testou-se se o monoeno B era
biossinteticamente relacionado com o dieno A. MS de ambos (Z2)-7- e (Z)-11-
hexadecenal foram similares aqueles do produto natural. Os tempos de retengao do (2)-
7-hexadecenal e B em trés colunas capilares foram idénticos, mas o do (Z)-11-
hexadecenal diferiu (ou seja, HP-5MS, 70(1)-10-250(5); Z11-16Ald, 14,27 min; B, 14,16
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min). Devido a pequena quantidade de amostra disponivel, ndo foi possivel determinar

analiticamente (GC-IR) a estereoquimica da dupla ligagdo. Entretanto, o tempo de
retengao do isébmero-E diferiu daquele do produto natural (ou seja, HP-5MS, 70(1)-10-
250(5); E11-16Ald, 14,21 min; produto natural, 14,16 min). Adicionalmente, analises
posteriores do GC-EAD confirmaram que o pico B foi precisamente (Z)-7-hexadecenal
(Figura 11). Hidrogenacao da fracdo contendo os picos A, B, and C (50 equivalente-
glandula) gerou o 16Ald saturado, sugerindo que o pico C era o aldeido relatado com
trés insaturagdes. A tentativa de se determinar a posigao das duplas ligagdes por meio
de reacdes de DMDS nao foi satisfatéria. Com uma amostra de 2.500 equivalente-
fémea, obteve-se um sinal (tragado) do GC-IR (Figura 11). Uma banda de intensidade
média a ca. 3018 cm™ sugeriu que C tivesse duas duplas ligagdes na configuragao cis
assim como observado em A (dados ndo demonstrados), ao passo que uma banda
fraca a ca. 980 cm™ indicou uma dupla ligagdo combinada na configuragdo trans.
Notou-se também uma banda de carbonila a 1742 cm™, tipica de aldeidos (LEAL,
1998). Em dienos ZE conjugados a banda trans (940-990 cm-1) normalmente aparece
dobrada, enquanto que uma unica banda é caracteristica de dienos EE (LEAL, 1998).
Devido a pequena quantidade de amostra do ferombnio e consequentemente da
pequena resolucado das bandas pequenas, nao ficou claro onde a banda trans era um
pico unico ou dobrado. Entretanto, a média intensidade da banda CH (Figura 12)
sugere a ocorréncia de duas duplas ligagdes na configuragcdo cis, implicando que o
dieno conjugado estava na configuragdo ZE. Considerando que P. citrella biosintetiza
(2)-7-hexadecenal, é sensato assumir que (Z,Z)-7,11-hexadecadienal € produzido pela
acao sequencial de A11 desaturase no 7-monoeno (JURENKA, 2004).
Semelhantemente, o trieno pode ser produzido pela agao de outra desaturase no 7,11-
dieno. Em fungéo da conjugacéo no carbono, ele pode ser produzido pelas desaturases
A5, A9 ou A13. Baseando-se nos dados de GC-IR, o sistema 7,9,11-hexadecatrienal foi
proposto, pois a configuragcdo E9 tendo como vizinhanga (e conjugado a) duas duplas
ligacdes Z, daria uma proporcao diferente das bandas cis/trans e, provavelmente,
deslocaria a banda trans. Uma consulta feita na Pherolist (WITZGALL et al., 2004)
indicou que, ainda que comuns em ferombnios com massa corporea reduzida, a

presenga de uma dupla ligagdo na posicdo 5 ndo é comumente encontrado em
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feroménios C-16 poliinsaturados. Pode ser que as A5 desaturases tenham preferéncias

por substratos C12, como demonstrado para a biossintese do (E, Z)-5,7- acetato de
dodecadienila (ONO et al, 2001). Assim, fundamentou-se que C seria (Z,Z,E)-7,11,13-
hexadecatrienal. Uma amostra do auténtico (Z,Z,E)-7,11,13-hexadecatrienal (2) foi
sintetizado a partir do 5 em 9% de rendimento total (Figura 13). Os dados do MS e IR
(Figura 12) dos produtos sintético e natural combinaram perfeitamente. Posteriormente,
compararam-se os tempos de retencdo do Z7Z11E13-16Ald sintético e C em trés
diferentes colunas capilares. Tanto o produto natural como o sintético, deram o mesmo
tempo de retengcdo em colunas polar e apolar mesmo quando um programa de
temperatura mais amena foi utilizado (ou seja, C e Z7Z11E13-16Ald apareceram a
41.02 min em HP-INNOWAX com uma rampa de aquecimento de 2,5°C/min, com
temperatura inicial de 70°C por 1 min e final de 250°C por 10 min). Concluindo, foram
identificados trés compostos fisiologicamente ativos da glandula de feroménio de P.
citrella, chamados, (Z,Z)-7,11-hexadecadienal, (Z)-7-hexadecenal, e (Z,Z,E)-7,11-13-
hexadecatrienal, correspondentes aos picos A, B, and C respectivamente (Figura 8).
Estes compostos aparecem no extrato natural e na fragao 2%, na proporgao de 30:10:1,
respectivamente.

Na familia Gracillariidae, foram identificados feromoénios sexuais em 11 espécies
(ANDO, 2005; EL-SAYED, 2005; WITZGALL, et al., 2004). Destes, apenas dois sao
aldeidos, o E11-16:Ald em Caloptilia theivora (ANDO et al., 1985b) e (8E,10Z)-8,10-
tetradecadienal em Cameraria ohridella (KALINOVA et al., 2003), sendo os demais
alcoois e acetatos.

Em ensaios preliminares de laboratorio, utilizando-se olfatbmetro em Y,
observou-se que 0os machos responderam a mistura sintética dos trés compostos, pois
foram atraidos para o brago do olfatdmetro onde se encontrava o feromdnio, exibindo o
mesmo comportamento de corte observado quando eles se aproximam das fémeas
virgens (PARRA-PEDRAZZOLI et al., 2006), atestando a eficiéncia do produto sintético.
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2.3.2 Formulacéo e Avaliacdo de Campo

Em condi¢cdes de campo, os tratamentos contendo o feromdnio sexual sintético
com 2 (trieno+dieno, 3:1) ou 3 compostos (trieno + dieno + monoeno, 30:10:1), atrairam
significativamente mais machos de P. citrella do que as fémeas virgens e o controle
(Figuras 14 e 15). Este resultado demonstrou que o feroménio sintético foi bastante
eficiente, chegando a capturar 10 vezes mais machos do que as fémeas virgens.
Dentre os trés compostos utilizados na mistura, o Z7Z11E13-16Ald e o Z7Z11-16Ald
foram aparentemente, os constituintes essenciais do feroménio sexual de P. citrella,
uma vez que com a adicao de Z7-16Ald, ndo houve incremento na captura dos machos.
Entretanto, a funcdo deste componente minoritario Z7-16Ald, encontrado em menor
atividade no EAD ndo esta clara. Uma possibilidade seria uma acgédo antagonista,
evitando que outras espécies fossem atraidas para o feroménio do minador-dos-citros.
Porém, como P. citrella € uma espécie exdtica, deverao ser realizados bioensaios com
este composto em seu habitat de origem, para confirmar esta hipotese.

Nao foi observada diferenga significativa na captura de P. citrela nos tratamentos
contendo alta (500 ug) ou baixa (50 ug) doses do feromoénio sintético (Figura 14). Com
isso, € possivel inferir que baixas doses do feromdnio poderdo ser utilizadas no
monitoramento desta praga.

A duracdo da atratividade dos compostos quimicos do feromdnio decresceu
drasticamente em um periodo de trés dias (Figura 16). Isto ocorreu mesmo com a
presenga de BHT (anti-oxidante) nas formulagdes das misturas do feroménio colocadas
nos septos de borracha. Neste caso, sugere-se o desenvolvimento de um liberador de
ferombnio que atue por mais tempo e libere o ferombnio mais lentamente, para que
haja uma maior durabilidade do produto no campo.

Lapointe et al. (2006) utilizaram as mesmas misturas terciarias (Z7Z11E13-16Ald,
Z7Z11-16Ald e Z7-16Ald) e binarias (Z7Z11E13-16Ald e Z7Z11-16Ald) do feromdnio de
P. citrella, identificadas neste trabalho, na propor¢cdo de 30:10:1 e 30:10,
respectivamente; em pomares de citros da Flérida, EUA. Os resultados foram
semelhantes aos observados no Brasil, sendo que as capturas com a mistura binaria

nao diferiram significativamente da mistura terciaria, porém ambas foram superiores as
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armadilhas sem feroménio (em branco). Além disso, também ficou evidente que a

adicdo do terceiro composto Z7-16Ald na amostra, ndo aumentou a captura de P.
citrella.

Recentemente, Ali Mafi et al. (2005) afirmaram que o atraente previamente
identificado por Ando et al. (1985), o Z7Z11-16Ald, € um componente do feromdnio
sexual de P. citrella e atrai fortemente machos da espécie no Japao. Estes autores
afirmam que a inatividade deste composto em outros paises, provavelmente, se deve a
uma diferengca no sistema de feroménio dos “strains” estrangeiros. Entretanto, a
tentativa destes autores em avaliar a técnica de interrup¢cao de acasalamentos como
um método de controle de P. citrella ndo foi promissora, pois embora os liberadores
contendo Z7Z11-16Ald tenham sido eficazes para desorientar os machos, o niumero de
ovos e lagartas encontrados nas brotagdes nao diferiu significativamente do controle. A
causa do insucesso, segundo os autores poderia ser devida a densidade populacional
da praga, ao numero de geragdes em fungao da regido, a formulagado do atraente, ao
comportamento de movimentagao dos adultos, a localizacdo e caracteristicas da area
experimental. Com base nos resultados obtidos na presente pesquisa, a falta do
componente majoritario (Z,Z,E)-7,11-13-hexadecatrienal nas formulagbes utilizadas no
Japao poderia ser a grande responsavel pela menor captura, o que ainda necessita ser

comprovado.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Tempo (min)
Figure 8 — Respostas simultaneas do GC (FID) e do EAD de uma antena do macho de Phyllocnistis

citrella respondendo ao extrato do ovipositor de fémeas da espécie (aproximadamente 8 EF).
O detalhe mostra a segdo aumentada com a atividade da antena indicada por *
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Figure 11 - Respostas simultaneas do GC (FID) e do EAD de uma antena do macho de Phyllocnistis
citrella respondendo ao composto sintético (Z)-7-hexadecen-1-al (A) e (Z,2)-7,11-
hexadecadien-1-al (B). * indica atividade da antena
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Figura 12 — Dados do GC-IR para a ferombnio natural (acima) e composto sintético (Z,Z2,2)-7,11,13-
hexadecatrienal (abaixo) de Phyllocnistis citrella. Seta e ponta da seta indicam um
estiramento =CH e uma torcdo CH de configuragdo cis e ligagdo conjugada trans,
respectivamente
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Figure 14 — Captura de machos de Phyllocnistis citrella em armadilhas contendo: (Bi-Bd) mistura binaria
em baixa dose (trieno+dieno, 3:1, 50u); (Bi-Ad) mistura binaria em alta dose (trieno+dieno, 3:1,
500p); (T-Bd) mistura terciaria em baixa dose (trieno+dieno+monoeno, 30:10:1, 50u); (T-Ad)
mistura terciaria em alta dose (trieno+dieno+monoeno, 30:10:1, 500u); (FV) 5 fémeas virgens;
e controle (armadilhas em branco). Botucatu, SP, 2005. Médias seguidas da mesma letra, ndo
diferem significativamente entre si, ao nivel de 5% pelo teste Tukey. * indica captura zero

Figura 15 — Machos de Phyllocnistis citrella capturados em armadilha contendo mistura de feromdnio
(trieno+dieno, 3:1, 50u) e detalhe dos mesmos aderidos a cola
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Figure 16 — Captura de machos de Phyllocnistis citrella em armadilhas contendo misturas do feroménio,
durante trés dias consecutivos. Botucatu, SP, 2005 ¢ dados observados

Para a obtencdo de um ferombnio sexual sintético de um inseto séao
imprescindiveis varias etapas (Figura 17). Para a identificagcdo e sintese do feroménio
sexual de P. citrella, objeto da presente pesquisa, foram necessarias as etapas de 1 a
3, desenvolvidas por Chagas e Parra (2000), Parra; Vilela e Bento (2002) e Parra-
Pedrazzoli et al. (2005); e as etapas de 4 a 7 que foram realizadas na presente
pesquisa. As etapas 8 e 9 deverdo ser executadas em estudos futuros para
disponibilizar o produto no mercado. O enorme potencial deste feromonio é evidente,
mas necessita ainda ser investigado sob o ponto de vista de sua aplicagdo nos
pomares citricolas. Deverdo ser realizados estudos para o estabelecimento de
estratégias de uso deste feromdnio no monitoramento para controle do minador-dos-
citros, compativeis com a filosofia do Manejo Integrado de Pragas. Assim, deverao ser
determinados: (l) dose ideal de feroménio a ser utilizada por septo e/ou pastilha; (I1)
proporcao ideal dos 3 componentes do feroménio para formulagao; (Ill) altura ideal de

instalacdo das armadilhas nas plantas de citros; (IV) cor, formato e tamanho ideais de
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armadilha que permitam a maior captura dos machos além de uma boa visualizacao e

contagem dos adultos capturados; (V) numero de armadilhas a ser utilizado por area,
baseando-se no raio de agdo de cada armadilha de feroménio e (VI) eficiéncia de
captura do feroménio em diferentes regides citricolas, com diferentes condigdes
ecoldgicas [altitudes, temperaturas (°C), umidades relativas do ar (UR), etc.].

Estas pesquisas futuras serdo fundamentais para que o feromédnio sexuall
sintético, possa ser validado em condi¢cbes de campo e seja disponibilizado aos
citricultores do Brasil, contribuindo para a reducdo dos custos de producido e
principalmente para a manutengao da qualidade ambiental.

Tais resultados poderdao criar condi¢gdes, para que, no futuro sejam
desenvolvidas técnicas de coleta massal, confundimento e atrai-mata.

Assim, apos mais de 10 anos de estudos com o minador-dos-citros, o presente
trabalho resultou na identificacéo e sintese do seu feromdnio sexual. Os componentes
principais do feroménio, Z7Z11E13-16Ald e Z7Z11-16Ald, poderdo ser formulados e
oferecidos ao agricultor em curto espago de tempo para o monitoramento de P. citrella
em viveiros e em pomares novos, racionalizando e tornando mais eficiente o seu
controle, contribuindo para a redugao do cancro citrico em nosso pais. Na citricultura
brasileira, o monitoramento do bicho-furdo dos citros, Ecdytolopha aurantiana
(Lepidoptera: Tortricidae) tem sido realizado de forma eficiente por meio de armadilhas
contendo o seu feromdnio sexual sintético. O feromoénio do bicho-furdo dos citros € uma
mistura de alcool e acetato (LEAL et al., 2001) e o feromdnio do minador-dos-citros &
uma mistura de dois aldeidos. O uso do Ferocitrus Furdo® (nome comercial do
feromonio sintético do bicho-furdo dos citros) tem sido um importante instrumento para
o controle da referida praga e espera-se que com a utilizagdo do feroménio sexual
sintético do minador-dos-citros, a implementagcdo do Manejo Integrado na cultura dos
citros seja facilitada. Como a praga encontra-se disseminada pelo Brasil, o
monitoramento com o feroménio, podera ser realizado nos diferentes estados do pais.
Considerando-se que P. citrella € uma praga cosmopolita e tendo em vista que os
resultados preliminares, no Brasil, EUA (LAPOINTE et al., 2006) e Espanha (LEAL, W.

S. dados nao publicados), mostraram a eficiéncia do feromdnio sintetizado na presente
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pesquisa, em condi¢cdes de campo, o produto podera também ser comercializado em

outros paises, além do Brasil.
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Figura 17 — Etapas para a obtencao do feromonio sexual sintético de Phyllocnistis citrella

3 CONCLUSOES

Z7Z11E13-16Ald e Z7Z11-16Ald sao os componentes principais do feroménio de

P. citrella, pois a sua mistura, na propor¢ao de 3:1, capturou um grande numero de

machos da espécie, sendo este numero dez vezes superior ao numero de machos

capturados pelas proprias fémeas virgens. Assim, comprova-se a eficiéncia deste
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ferombnio, o qual podera ser utilizado em pomares brasileiros para monitorar a

populacdo do minador-dos-citros.

Um sistema de deteccdo dos adultos de P. citrella por meio de armadilhas
contendo o feromdnio sexual sintético, em pomares citricos novos e em viveiros de
mudas, podera ser importante para prever a ocorréncia da praga e tornar o seu controle
mais econdmico e efetivo, racionalizando as pulverizagdes e preservando o0s inimigos
naturais no agroecossistema, podendo ainda indicar as areas onde a fiscalizagdo do

cancro-citrico deve ser intensificada.
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