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DADOS CURRICULARES
Christiann Davis Tosta

Concluiu a graduacao em Engenharia agronémica pela Universidade Federal de S&o Carlos em
2001. E mestre em Ciéncia e Tecnologia de alimentos pela Universidade de S&o Paulo-USP desde
2002, terminando o doutorado em quimica em 2014 junto ao Instituto de Quimica da Unesp
Araraquara. Foi professor do Instituto Federal de Mato Grosso - IFMT, ocupando o cargo de vice-
diretor do campus Sé&o Vicente por 3 anos, respondendo também pelo Departamento de Pesquisa.
Atualmente é professor do Instituto Federal de S&o Paulo - IFSP campus Matdo. Atua na area de
tecnologia de alimentos, especialmente com inovacgao tecnoldgica, sub-areas de processamento de
frutas, laticinios e andlise sensorial. Os termos abundantes em seu curriculo sdo: agregacéao de valor,
manga organica, jacaré do pantanal, desidratacdo de vegetais, Lactobacillus, Saccharomyces
cerevisiae, biotipagem de leveduras, doencas de plantas, fermentacao, leveduras killer, identificacéo
de leveduras, leite e derivados e moscas-das-frutas.

e-mail para contato : cdtosta@yahoo.com.br

Formacéo académicaltitulagdo

2014 Doutorado em Quimica.

Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, S&o Paulo, Brasil

Titulo: SPME in situ e comparacdo de compostos volateis em variedades de manga (Mangifera indica
L.) resistentes e suscetiveis & mosca-das-frutas (Anastrepha obliqua Macquart, Diptera: Tephritidae)
Orientador: Alberto José Cavalheiro

Bolsista do(a): Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

2002 - 2004 Mestrado em Ciéncias: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.

Universidade de S&o Paulo, USP, S&o Paulo, Brasil

Titulo: Biotipagem de leveduras industriais através do sistema Killer, Ano de obteng&o: 2004
Orientador: Sandra Regina Ceccato Antonini

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico

1996 - 2001 Graduacédo em Engenharia Agronémica.

Universidade Federal de S&o Carlos, UFSCAR, Séo Carlos, Brasil

Titulo: Potencial fermentativo de leveduras killer e acao das toxinas durante o processo
Orientador: Sandra Regina Ceccato Antonini

Bolsista do(a): Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo

Atuacao profissional
1. Instituto Federal de S&o Paulo — IFSP campus Matéo
2014 - Atual Docente efetivo em Dedicacéo exclusiva. Disciplinas ministradas:

Qualidade da matéria-prima

Ecofisiologia de plantas para producéo de etanol
Producéo de cana-de-aclicar

Sucos e Bebidas

Analise Sensorial

Leite e derivados

2. Instituto Federal de Mato Grosso — IFMT (antigo CEFET Cuiabd)

2008 - 2014 Docente efetivo em Dedicagéo exclusiva
08/2009 - 07/2012 Vice-Diretor do Campus S&o Vicente
02/2008 - 08/2009 Chefe do Departamento de Pesquisa
12/2007 - 02/2008 Chefe do Departamento de Ensino



08/2006 a 03/2014 Disciplinas ministradas:

Andlise sensorial

Microbiologia geral e dos alimentos
Bioquimica

Qualidade no processamento de alimentos de origem animal ,
Qualidade da matéria-prima

Tecnologia de alimentos a base de soja
Microbiologia de alimentos ,
Metodologia do Trabalho Cientifico
Processamento de vegetais

Tecnologia de leite

Leite e derivados

Processamento de derivados de leite

3. Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Mato Grosso - FAPEMAT
2007 - 2010 Membro do Conselho Curador
5. Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegécios - APTA

2005 - 2006 Servidor publico: Pesquisador Cientifico

6. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA
11/2004 - 08/2005 Pesquisador Cientifico, Bolsista DTI-CNPQ
Biossolubilizacdo de potassio em solos incubados com matérias organicas

7. Universidade Federal de Sao Carlos - UFSCAR

2005 - 2008 Vinculo: Colaborador , Pesquisador Cientifico , Carga horaria: 6,

2004 - 2004 Vinculo: Professor colaborador , Carga horaria: 16,

1998 - 2001 Vinculo: Estagiario,

10/2004 - 10/2004 Graduacgédo, Engenharia agrondmica. Sequenciamento genético na disciplina de
Biotecnologia agroindustrial

03/2004 - 06/2004 Graduacdo, Engenharia agronémica, Disciplinas ministradas: Botanica Sistematica
03/1998 - 03/2001 Pesquisa e Desenvolvimento: Biotecnologia da fermentagdo etandlica

02/1998 - 02/2001 Estagio: Microbiologia de leveduras, atividade killer e manutencéo de banco de
leveduras

Areas de atuacao

1. Tecnologias de Processamento de Alimentos
2. Quimica organica e ecologia quimica

3. Melhoramento de plantas

4. Microbiologia

5. Agregacéo de Valor

6. Fermentacao

Prémios e titulos

2009 Melhor projeto de iniciacéo cientifica e tecnoldgica de Mato Grosso, Instituto Euvaldo Lodi-IEL e
CNPq (orientador)

2008 Melhor projeto Cientifico - Il Mostra Estadual de Ciéncias, Governo do Estado de Mato Grosso —
Secretaria de Estado de Ciéncias de MT

Artigos completos publicados em periddicos

1. Ceccato-Antonini, Sandra Regina, TOSTA, Christiann Davis, SANINO, Adriana, ARAUJO, Juliana
C. The Killer Yeasts and the alcoholic fermentation. Brazilian Journal of Food Technology (Online). ,
v.1, p.40 - 47, 2005.



2. Ceccato-Antonini, Sandra Regina, TOSTA, Christiann Davis, SILVA, Ana Claudia da
Determination of Yeast Killer Activity in Fermenting Sugarcane Juice Using Selected Ethanol-making
Strains. Brazilian Archives of Biology and Technology. , v.47, p.13 - 23, 2004.

Livro publicado

1. TOSTA, Christiann Davis, Cordeiro, Madison Willi, Paiva, Gilmar Borges, Mesquita, Jefferson
Junqueira, Pavani, Maisa, Girardi, Wilson, Coletanea BITEC 2008 - 2010. Brasilia : IEL/NC, 2010, v.1.
p.397.

Trabalhos publicados em anais de eventos (completo)

1. FRANCISCO, Fabio José, COSTA, Aluizio Alves da, TOSTA, Christiann Davis, SILVA, J. L. da,
LEITE, Franciane Bastos da Silva ESTUDO DA QUALIDADE FiSICO-QUIMICA DE DIFERENTES
MARCAS DE CHARQUES COMERCIALIZADOS EM CUIABA-MT In: IV CONGRESSO BRASILEIRO
DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE CARNES, 2007, Campinas. IV CONGRESSO BRASILEIRO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA DE CARNES. , 2007.

2. SILVA, J. L. da, Costa, Aluizio Alves da, TOSTA, Christiann Davis, STADNIK, Priscila, LEITE,
Franciane Bastos da Silva. ESTUDO DA QUALIDADE FiSICO-QUIMICA DE DIFERENTES MARCAS
DE JERDEK BEEF COMERCIALIZADOS EM CUIABA-MT In: IV CONGRESSO BRASILEIRO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA DE CARNES, 2007

IV CONGRESSO BRASILEIRO DE CIENCIA E TECNOLOGIA DE CARNES. , 2007.

3. TOSTA, Christiann Davis. Elaboragdo de produtos lacteos In: | Jornada da Producéo Clentifica da
Educacéo Profissional e Tecnolégica da Regido Centro-Oeste, 2006, Caceres-MT. | Jornada da
Producéo Clentifica da Educacgéo Profissional e Tecnoldgica da Regido Centro- Oeste. , 2006. v.01.

4. TOSTA, Christiann Davis, Ceccato-Antonini, Sandra Regina, Eficiéncia de Meios Seletivos no
Monitoramento de Leveduras na Fermentagéo Alcodlica Atestada por PCR. In: XV Simposio Nacional
de Bioprocessos - SINAFERM, 2005, Recife. XV Simposio Nacional de Bioprocessos - SINAFERM. ,
2005.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. TOSTA, Christiann Davis, SILVA, A. A., CAVALHEIRO, A. J.

Latex volatile compounds from nine mango varieties In: 4th BRAZILIAN CONFERENCE ON
NATURAL PRODUCTS (BCNP) and the XXX ANNUAL MEETING ON MICROMOLECULAR
EVOLUTION, SYSTEMATICS AND ECOLOGY (RESEM), 2013, Natal-RN. 4th Brazilian Conference
on Natural Products. , 2013. v.1.

2. TOSTA, Christiann Davis, SILVA, A. A., CAVALHEIRO, A. J., Micro Extracdo em Fase Solida
(SPME) de compostos volateis de latex de manga (Mangifera indica) In: Congresso Latino-Americano
de Cromatografia e Técnicas Relacionadas, 2012, Florian6polis-SC. Colacro XIV. Florianépolis:
COLACRO, 2012. v.1.

3. LEITE, Franciane Bastos da Silva, TOSTA, Christiann Davis, Nuhara Cristina Amaral, BARROS, A.
B. Caracterizagdo fisico-quimica de bebida lactea com polpa de milho verde (Zea mays) In: Il
Congresso Latino Americano de Analistas de Alimentos - ENAAL, 2011, Cuiaba. Il Congresso Latino
Americano de Analistas de Alimentos - ENAAL. , 2011.

4. TOSTA, Christiann Davis, Mesquita, Alexsandro Tosta, ROSSETTO, C. J., Charles de Araujo,
SIQUEIRA, Janiele Braga de, DIAS, A. C., STACKE, V. M., Rufino, Edicassio, Comportamento de 25
variedades de manga implantadas em mato grosso In: Il Jornada Cientifica do IFMT campus S&o
Vicente, 2009, Cuiaba. 11l Jornada Cientifica do IFMT campus Sao Vicente. Cuiaba: IFMT campus
Sao Vicente, 2009. v.1.

5. Silva, Fadilene Ribeiro da, TOSTA, Christiann Davis, Santos, Magda Santos dos, Sampaio,
Ludikele Soares, Silva, SAmea Pereira Borges da, Avaliagcdo sensorial de “requeijao” de soja com
orégano In: Il Jornada Cientifica do IFMT campus Sao Vicente, 2009, Cuiaba. Il Jornada Cientifica
do IFMT campus Sao Vicente. Cuiaba: IFMT campus Séo Vicente, 2009. v.1.



6. TOSTA, Christiann Davis, SOUSA, W., Mesquita, Jefferson Junqueira, Avaliacdo sensorial de trés
formulacdes de licor de jenipapo In: 11l Jornada Cientifica do IFMT campus Sé&o Vicente, Cuiaba. llI
Jornada Cientifica do IFMT campus Sé&o Vicente. Cuiaba: IFMT campus Sé&o Vicente, 2009. v.1.

7. Sampaio, Ludikele Soares, TOSTA, Christiann Davis, Santos, Magda Santos dos, Silva, Fadilene
Ribeiro da, Nova, Janayna Soarea Brandao, Silva, SAmea Pereira Borges da, Desenvolvimento de
mistura em pé para sorvete com extrato de soja e polpa de manga In: 11l Jornanda Cientifica do IFMT
campus Séo Vicente, 2009, Cuiaba. Il Jornanda Cientifica do IFMT campus S&o Vicente. Santo
Anténio do Leverger: , 2009. v.1.

8. TOSTA, Christiann Davis, FLORENTINO, D. F. P., Mesquita, Jefferson Junqueira, SOUSA, W,
Cordeiro, Madison Willi, Elaboracao e avaliagao sensorial de pagoca de soja com babacu In: 1lI
Jornada Cientifica do IFMT campus Sé&o Vicente, 2009, Cuiaba. Ill Jornada Cientifica do IFMT
campus Séo Vicente. Cuiaba: IFMT campus S&o Vicente, 2009. v.1.

9. TOSTA, Christiann Davis, Mesquita, Jefferson Junqueira, Aradjo, Marleide Guimaraes de, Silva,
Jorge Luiz da, Nascimento, Elainy Silva, Paiva, Gilmar Borges, Cordeiro, Madison Willi, BERGAMO,
A. S., Girardi, Wilson, Levantamento de Salmonella sp. em cortes de jacaré do pantanal In: Il Jornada
Cientifica do IFMT campus S&o Vicente, 2009, Cuiab4. Il Jornada Cientifica do IFMT campus S&o
Vicente. Cuiaba: IFMT campus S&o Vicente, 2009. v.1.

10. Nova, Janayna Soarea Brandéo, TOSTA, Christiann Davis, Silva, Fadilene Ribeiro da, Sampaio,
Ludikele Soares, Silva, SAmea Pereira Borges da, Tofu com goiabada: agregacao de valor a soja In:
Il Jornada Cientifica do IFMT campus Sao Vicente, 2009, Cuiaba. Il Jornada Cientifica do IFMT
campus Séao Vicente. Cuiaba: IFMT campus Séo Vicente, 2009. v.1.

11. TOSTA, Christiann Davis, Araujo, Carlos A., Costa Barros, Edinéia, Vieira de Souza, Liergi
Lindete, Aceitacdo sensorial dos alimentos inovadores apresentados na iv feira de tecnologia em
alimentos do cefet cuiaba In: | Jornada Cientifica do CEFET Cuiaba, 2007, Santo Antonio do
Leverger. | Jornada Cientifica do CEFET Cuiaba. Santo Antonio do Leverger: CEFET Cuiaba, 2007.
v.l.

12. TOSTA, Christiann Davis, Araujo, Carlos A., Costa Barros, Edinéia, Vieira de Souza, Liergi
Lindete Avaliacdo sensorial da substituicdo parcial da farinha de trigo pela de soja na fabricacdo de
pao caseiro In: | Jornada Cientifica do CEFET Cuiabéa, 2007, Santo Antonio do Leverger. | Jornada
Cientifica do CEFET Cuiaba. Santo Anténio do Leverger: CEFET Cuiabé, 2007. v.1.

13. TOSTA, christiann Davis, Araujo, Carlos A., Costa Barros, Edinéia, Vieira de Souza, Liergi
Lindete, Avaliacao sensorial de suco misto de beterraba pré-desidratada em sacarose com suco
integral de abacaxi In: | Jornada Cientifica do CEFET Cuiabéa, 2007, Santo Antdnio do Leverger. |
Jornada Cientifica do CEFET Cuiaba. Santo Antdnio do Leverger: CEFET Cuiaba, 2007. v.1.

14. TOSTA, Christiann Davis, Araujo, Carlos A., Costa Barros, Edinéia, Vieira de Souza, Liergi
Lindete Avaliagdo sensorial de suco misto de cenoura pré-desidratada em sacarose com suco integral
de maracuja In: | Jornada Cientifica do CEFET Cuiaba, 2007, Santo Antdnio do Leverger. | Jornada
Cientifica do CEFET Cuiaba. Santo Anténio do Leverger: , 2007. v.1.

15. TOSTA, Christiann Davis, Charles de Araujo, Pimenta, Alex Caetano, Paiva, Gilmar Borges,
Oliveira, Niltomar, Implantacdo de colecéo de variedades de manga no mato grosso In: | Jornada
Cientifica do CEFET Cuiaba, 2007, Santo Antonio do Leverger. | Jornada Cientifica do CEFET
Cuiaba. Santo Antdénio do Leverger: , 2007. v.1.

16. TOSTA, Christiann Davis, ROSSETTO, C. J., Carvalho, C. R. L. de, FREITAS, R. S., GARCIA, F.,
MOREIRA, R. C. Selecé&o de variedades de manga para producéo organica In: XIX Congresso
Brasileiro de Fruticultura, 2006, Cabo Frio - RJ. XIX Congresso Brasileiro de Fruticultura. Sociedade
Brasileira de Fruticultura, 2006.

17. TOSTA, Christiann Davis, URASHIMA, Alfredo Seiiti, GALBIERI, Rafael, ARRUDA, Mauricio A,
Andlise da estrutura genética de populactes de Magnaporthe grisea em trigo através de dna



fingerprinting In: xxviii congresso paulista de fitopatologia, 2005, Sao Paulo. xxviii congresso paulista
de fitopatologia. Sociedade Paulista de Fitopatologia, 2005.

18. TOSTA, Christiann Davis, LAVORENTI, Norberto, MARCHETTI, Tiago, Ceccato-Antonini, Sandra
Regina, Avaliagcao do efeito da inoculagéo de leveduras selecionadas na producao de vinho tinto seco
a partir de variedades de uvas IAC 138-22 Maximo e Niagara In: Congresso Brasileiro de
Microbiologia, 2005, Santos. Congresso Brasileiro de Microbiologia. S&do Paulo: Sociedade Brasileira
de Microbiologia, 2005.

19. TOSTA, Christiann Davis, Biossolubilizagéo de Potassio de Rocha Ultramafica por Aspergillus
niger In: Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2005, Santos.

20. TOSTA, Christiann Davis, Ceccato-Antonini, Sandra Regina, SANINO, Adriana, ARAUJO, Juliana
C, The killer yeasts and the alcoholic fermentation In: 5° SIPAL: 5° Simposio Internacional De
Produccion De Alcoholes Y Levadura, 2005, Campos do Jorddo. 5° Simposio Internacional De
Produccion De Alcoholes Y Levadura. Lorena-SP:FAENQUIL, 2005. v.1. p.3 -4

21. ALCARDE, André Ricardo, ROSSI, Pamela, IEMMA, Juliana, TOSTA, Christiann Davis, Redugéo
da viabilidade celular de levedura pela agé@o de bactérias In: VIII Encontro cientifico dos pds-
graduandos no CENA-USP, 2002, Piracicaba. VIII Encontro cientifico dos pds-graduandos no CENA-
USP. , 2002.

22. TOSTA, Christiann Davis, Potencial fermentativo de leveduras killer e acdo das toxinas durante o
processo In: Congresso de Iniciagcdo Cientifica, 1999, Sdo Carlos, 1999.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1. TOSTA, Christiann Davis, Oliveira, Niltomar, GOUVEA, J. C., Sangiogo, Leonel, Lindner, Leslie,
Avaliacdo sensorial de pacoca de babacu (Orbignya phalerata) In: | Jornada Cientifica do CEFET
Cuiaba, 2007, Santo Antonio do Leverger. | Jornada Cientifica do CEFET Cuiaba. Santo Anténio do
Leverger: CEFET Cuiab4, 2007. v.1.

2. TOSTA, Christiann Davis, Araujo, Carlos A., Costa Barros, Edinéia, Vieira de Souza, Liergi Lindete,
Producéo de alcool a partir da fermentacao do soro de queijo In: | Jornada Cientifica do CEFET
Cuiaba, 2007, Santo Anténio do Leverger. | Jornada Cientifica do CEFET Cuiaba. Santo Antonio do
Leverger: , 2007. v.1.

Artigos em jornal de noticias
1. TOSTA, Christiann Davis et al, Avaliacdo de compactacdo em citros. Citronews. Araras/SP, v.03,
p.6 - 7, 1998.

Bancas e orientacao de iniciagdo cientifica e trabalhos de conclusdo — Graduacgéao

1. TOSTA, Christiann Davis, Araljo, Marleide Guimaraes de, Piaia, Ivane Ines, Participacdo em banca
de Suellem Silva Nascimento. Cappuccino com p6 de guarana, 2011 (Tecnologia em Alimentos)
Instituto Federal de Mato Grosso

2. Aratjo, Marleide Guimaraes de, Silva, Jorge Luiz da, TOSTA, Christiann Davis Participacdo em
banca de Elainy Nascimento. Hamburguer de jacaré, 2011 (Tecnologia em Alimentos) Instituto
Federal de Mato Grosso

3. Sampaio, Ludikele Soares, TOSTA, Christiann Davis. Participacdo em banca de Ludikele Soares
Sampaio. Desenvolvimento de sorvete em po a base de leite de soja com polpa natural de manga,
2010 (Tecnologia em Alimentos) Instituto Federal de Mato Grosso.

4. Silva, Fadilene Ribeiro da, TOSTA, Christiann Davis. Participacdo em banca de Fadilene Ribeiro da
Silva. Avaliacdo sensorial de “requeijao” de soja com orégano, 2009 (Tecnologia em Alimentos)
Instituto Federal de Mato Grosso



5. Longuin, Adriano Rosa, TOSTA, Christiann Davis. Participacdo em banca de Adriano Rosa
Longuin. Caracterizagcdo microbioldgica de iogurte de leite de vaca com rapadura, 2009 (Tecnologia
em Alimentos) Instituto Federal de Mato Grosso

6. Silva, Claudiane Lopes da, TOSTA, Christiann Davis. Participacdo em banca de Claudiane Lopes
da Silva. Comparacao de aditivo natural e artificial para bebida lactea fermentada sabor abacaxi:
andlise microbioldgica e sensorial., 2009 (Tecnologia em Alimentos) Instituto Federal de Mato Grosso

7. STADNIK, Priscila, TOSTA, Christiann Davis Participacdo em banca de Priscila Stadnik.
Elaboracao de suco de manga em pé enriquecido com levedura, 2009 (Tecnologia em Alimentos)
Instituto Federal de Mato Grosso

8. Nova, Janayna Soarea Branddo, TOSTA, Christiann Davis, Participacdo em banca de Janayna
Soares Branddo NOVA. Tofu com goiabada: agregagéo de valor a soja, 2009 (Tecnologia em
Alimentos) Instituto Federal de Mato Grosso

9. Pinheiro, Leandro, TOSTA, Christiann Davis Participagdo em banca de Leandro Pinheiro. Doce de
leite com mastruz e hortela: alimento nutracéutico com acao fitoterapica, 2008 (Tecnologia em
Alimentos) Instituto Federal de Mato Grosso

10. Cordeiro, Madison Willi, Yamada, Eunice Akemy, TOSTA, Christiann Davis, Participacdo em
banca de MADISON WILLY SILVA CORDEIRO. Elaboracéo de produto embutido fermentado cozido,
2008 (Tecnologia em Alimentos) Instituto Federal de Mato Grosso

11. Paiva, Gilmar Borges, TOSTA, Christiann Davis. Participacdo em banca de Gilmar Borges de
Paiva. Elaboracado e Analise Sensorial de Linglica Frescal e Defumada de Jacaré do Pantanal
(Caimam crocodilus yacare), 2008 (Tecnologia em Alimentos) Instituto Federal de Mato Grosso

12. LEITE, Franciane Bastos da Silva, TOSTA, Christiann Davis, Participacdo em banca de Franciane
Bastos da Silva Leite. Elaboracao e avaliacéo sensorial de bebida lactea com polpa de milho verde
(Zea mays), 2008 (Tecnologia em Alimentos) Instituto Federal de Mato Grosso.

13. Babil6nia, José Libéncio, TOSTA, Christiann Davis, Costa, Aluizio Alves da, Participacdo em
banca de Andreza Krindges. Avaliacdo do Processo de Injecdo e Cozimento no Rendimento na
Qualidade Sensorial e Fisico-Quimica de Cortes Bovinos, 2007 (Tecnologia Em Alimentos) Centro
Federal de Educacéo Tecnoldgica de Cuiaba

14. TOSTA, Christiann Davis, Charles de Araujo, Souza, Xisto Rodrigues, Participacdo em banca de
Edinéia Costa Barros. Avaliagcdo sensorial de suco misto de cenoura pré-desidratada em sacarose
com suco integral de maracuja, 2007 (Tecnologia em Alimentos) Instituto Federal de Mato Grosso

15. TOSTA, Christiann Davis, Souza, Xisto Rodrigues Participacdo em banca de LIERGI LINDETE
VIEIRA DE SOUZA. Manual de boas praticas de fabricacdo para industria de ovo liquido congelado,
2007 (Tecnologia em Alimentos) Instituto Federal de Mato Grosso.

16. TOSTA, Christiann Davis, Costa, Aluizio Alves da, Covari, Leone, Participagdo em banca de Jonil
Queiroz. Producédo de Banana-passa, 2007 (Tecnologia em Alimentos) Instituto Federal de Mato
Grosso

17. TOSTA, Christiann Davis, Covari, Leone Participacdo em banca de Beatriz Haralampidou.
Avaliacéo fisico-quimica e sensorial de chipa grega, 2006 (Tecnologia em Alimentos) Instituto Federal
de Mato Grosso

18. TOSTA, Christiann Davis, Marconatto, Moacir Antonio, Costa, Aluizio Alves da Participagdo em
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Resumo

As variedades de manga (Mangifera indica L.) mais produzidas
comercialmente sdo suscetiveis as pragas comumente denominadas moscas-das-
frutas, principalmente a espécie Anastrepha obliqua, o que leva a necessidade de
emprego de defensivos quimicos, onerando a producdo e gerando problemas
ambientais com residuos quimicos. Algumas variedades de manga sao totalmente
resistentes as moscas-das-frutas e, portanto, possuem fatores que a diferenciam das
suscetiveis. O objetivo deste trabalho foi executar prospec¢do de compostos e
caracteristicas na busca da identificacdo dos referidos fatores quimicos e/ou fisico-
quimicos de resisténcia e/ou atragdo. Para tanto foram analisadas caracteristicas de
cascas, latex e comparados os compostos identificados e obtidos por micro-extragao
em fase sdlida (SPME) in situ em frutos de variedades resistentes e suscetiveis.
Identificados o0s compostos volateis, realizaram-se testes eletroantenograficos e
testes de atracdo em tunel de vento com blends sintéticos baseados na proporgao
dos principais compostos emitidos pelos frutos. Os resultados revelaram maior
densidade de dutos lactiferos em variedade resistente e diferencas nos perfis de
compostos volateis de latex e de frutos, assim como nos diferentes estagios de
maturagdo. Frutos verdes ndo apresentaram ésteres, que por sua vez passaram a
integrar os principais compostos na fase madura, principalmente octanoato de etila e
octanoato de metila. Os principais compostos encontrados em maior quantidade na
condicao de resisténcia foram limoneno, o-pineno, mirceno e humuleno, enquanto
0S que marcaram a condi¢ao de suscetibilidade foram octanoato de etila, octanoato
de metila, 8-3-careno e aloaromadendreno. Os compostos a-copaeno, a-gurjuneno e
B-selineno aparentam possivel papel na repeléncia nos frutos ainda verdes, inclusive
possivelmente funcionando como marcadores deste estagio de maturacdo, uma vez
que seus teores caem com a maturacdo enquanto 0s ésteres tem seus teores
aumentados. O blend sintético baseado nos nove principais compostos da variedade
"Palmer” mostrou-se atrativo a Anastrepha obliqua em tunel de vento, enquanto o

blend da variedade "Alfa” resistente ndo atraiu esta espécie.



Abstract

Solid Phase Micro-Extraction (SPME) in situ and comparison of volatile
compounds in mango varieties (Mangifera indicaL.) resistant and susceptible
to fruit fly Anastrepha obliqua (Macquart) (Diptera: Tephritidae)

Many commercial varieties of mango (Mangifera indica L.) are susceptible to pests
called fruit flies, as Anastrepha obliqua, an important specie. This leads to the need
of the use of chemical pesticides, burdening the production and generating
environmental problems. Some mango varieties are resistant to fruit flies and
therefore having factors that differentiate it when comparing to the susceptible. The
objective of this study was to perform exploration of compounds and to identify
factors of resistance and/or attraction. Peel characteristics were analyzed and volatile
compounds obtained by solid phase micro extraction (SPME) in situ were identified
and compared in the latex (sap) and fruits from resistant and susceptible varieties.
This technique is useful to reveal the compounds really liberated on orchard, avoiding
artefacts formation and the losing of compounds. Electroantenongraphic and wind
tunnel attraction tests were performed using the proportion of the major compounds
emitted by mango fruits. The results showed higher density of lactiferous ducts in the
resistant variety and differences of latex and fruit volatile compounds profiles, as well
as in different stages of ripening. Green fruits showed no esters, which became part
of the main compounds in the total ripe stage, mainly ethyl octanoate and methyl
octanoate. The a-copaene, a-gurjunene and (-selinene compounds seem possible
role in repellency in unripe fruits, including possibly functioning as green stage
markers, since their levels fall with maturation while its esters have increased. The
compounds found in greater quantity in the condition of resistance were limonene, o-
pinene, myrcene and humulene, while the condition of susceptibility were marked by
ethyl octanoate, methyl octanoate, 8-3-carene and aloaromadendreno. The synthetic
blend based on nine main compounds of the variety "Palmer' proved attractive to

Anastrepha obliqua in the wind tunnel, while the "Alfa” blend was not.
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1. Introducéo

O modelo de agricultura mundial vem sofrendo transformag¢des importantes
nas ultimas décadas, especialmente no chamado periodo poés-guerra, onde
ocorreram importantes modificagdes nas formas de produ¢céo com a incorporagéo de
novas tecnologias, tais como o uso da irrigacdo, variedades hibridas melhoradas
geneticamente e a alta utilizacdo de insumos agricolas, como os fertilizantes e
defensivos quimicos. De fato estas inovagfes resultaram em aumento significativo
na produtividade e consequentemente na producdo. Este conjunto de acles e
resultados acabou cunhado como a revolugcdo verde. No entanto, ainda na década
de 60, este modelo deixou claro que apresentava problemas. O livro intitulado
Primavera silenciosa de Carson (1962) alertou para o problema do uso
indiscriminado de inseticidas, que vinha dizimando populacdes inteiras, inclusive
levou & proibicdo do uso do inseticida DDT. Apesar do alerta, ainda hoje o modelo
de agricultura mundial é fortemente amparado no uso de grande quantidade de
defensivos, incluindo os inseticidas. Desde a década de 60, cerca de 450 espécies
de artrépodes foram reportadas como resistentes a inseticidas (HECKEL, 2012).

Por outro lado movimentos alternativos como a chamada agroecologia
buscam conciliar atividades agricolas com menor impacto ambiental, considerando e
valorizando as questfes de relacdes ecoldgicas envolvidas no processo produtivo,
enquanto grandes empresas investem fortemente no desenvolvimento de novas
moléculas inseticidas (WEZEL et al., 2009).

No Brasil, até 2009 haviam 298 inseticidas registrados na Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, dos quais somente 12 considerados inseticidas biolégicos;
estes geralmente com menor impacto ambiental. Na categoria de feroménios havia
28 registros para 19 espécies de pragas, enquanto a demanda era de 550 pragas
apenas para as 50 principais culturas (ZARBIN; RODRIGUES, 2009)

Fato € que atualmente temos instrumental cientifico para avancar mais nas
pesquisas de alternativas menos impactantes ambientalmente ou para a saude dos
consumidores. Cabe citar que pesquisas com métodos alternativos, como o de
feromonios, ja foi laureada com o prémio Nobel a Adolf Butenandt em 1939 pela

descoberta do bombicol, ferom6nio sexual do bicho-da-seda (Bombyx mori).
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Na agricultura os alimentos de consumo direto obviamente oferecem maior
risco de danos e alguns deles, como o pimentdo, chegam ao absurdo de detecc¢éo
de nivel de residuo acima do permitido pela legislagdo em 98% das amostras. Dos
18 vegetais onde mais se encontraram amostras contaminadas seis delas eram
frutas, em intensidade de contaminagao, morango (63,4%), abacaxi (32,8%), mamao
(30,4%), laranja (12,2%), maca (8,9%) e manga (4%), segundo a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéaria (2010).

Conceitos e modelos de controle estiveram estagnados por 35 anos até
aguele momento e mesmo hoje podemos dizer que poucas mudancas foram
realizadas (ALUJA, 1994). O uso de compostos quimicos naturais como atrativos,
seja no monitoramento de populacdes ou mesmo para controle de insetos é
vantajoso por se tratarem de produtos inofensivos aos humanos e ao ambiente,
fatos que déo importancia aos trabalhos de pesquisa com este objetivo (IBRAHIM et
al., 2001; PETROSKI et al., 2005).

1.1 Manga

Segundo a Food and Agricultural Organization of United Nations (2013) a
manga juntamente com goiaba e mangostao, ocupam o quinto lugar como frutas
mais importantes no mundo, sendo a produ¢cdo mundial dessas frutas, de cerca de
38,6 milhdes de toneladas, das quais 1,9 milhdes colhidas no Brasil. O maior
produtor é a india, com 16,3 milhdes de toneladas, com dados da safra 2010/11
(FOOD..., 2013).

O Brasil é o sexto maior produtor mundial de manga, tendo os estados da
Bahia e S&o Paulo como os maiores, correspondendo a 54% do total produzido no
pais (KOHAYAKAWA, 2004; PINTO et al., 2011).

A producdo de manga (Mangifera indica) no Brasil teve aumento de 8,8%
entre 0s anos de 1990 a 1996, atingindo 762 mil toneladas. A partir de 1998 a
manga esta entre as frutas, juntamente com a maca, que mais contribuem com as
exportagcoes brasileiras de frutas frescas (ASSIS, 2003). Dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica ddo conta que em 2010 o Brasil produziu 1.188.911

toneladas de manga, com valor estimado em R$ 600 milhdes. Do total produzido



16

cerca de nove por cento sdao exportados, injetando US$ 90 milhdes na economia
brasileira (INSTITUTO..., 2010).

Devido ao seu sabor, sua atrativa coloragdo e seu valor nutritivo, a manga é
considerada uma das trés mais importantes frutas tropicais em aproximadamente 94
paises, ap6s a banana e o abacaxi (MARTIN, 2006).

Ha dai principais tipos de manga em funcdo das origens, as da Indochina e
as indianas. As da Indochina sao caracterizadas por mangas achatadas, reniformes,
alongadas, com a casca verde clara a amarelada e pouco ou nenhum tom de
vermelho, como a variedade 'Espada’, comum no Brasil. Ja as indianas sdo mais
arredondadas e com coloragéo avermelhada, especialmente quando os frutos ficam
expostos ao sol. As principais variedades comerciais na América e Europa séo
advindas de cruzamentos e sele¢cbes que ocorreram na Flérida-EUA e possuem
mais caracteristicas tipicas das indianas, tais como "Palmer’, 'Haden', 'Tommy
Atkins', 'Kent' e 'Keitt'. Trata-se de espécie da familia Anacardiaceae, originada na
Asia, suas arvores podem alcancar 30 metros de altura. Além das diferencas ja
citadas quanto a coloracdo e formato dos frutos, também o peso varia
significantemente desde apenas cinquenta gramas a frutos com mais de um
quilograma (Figura 1). A manga € cultivada mundialmente em areas tropicais e sub-
tropicais, onde o clima favorece seu crescimento (LITZ, 2009). O fruto € muito
apreciado devido ao sabor e aroma caracteristicos, sendo ainda rico em
carboidratos, fibras, vitaminas e compostos antioxidantes, saudaveis aos
consumidores (MARQUES et al., 2010). O aroma de manga €é formado
principalmente por terpenos, alcoois, lactonas e ésteres. Dentre estes compostos, 0s
ésteres e terpenos volateis sdo muito ligados as relagdes ecoldgicas da planta/fruto
e seus hospedeiros, seja conferindo suscetibilidade ou resisténcia (HERRERA;
PELLMYR, 2002). Chauhan et al.,, (2010) relatam que o perfil de componentes
volateis em manga sdo muito varidveis em funcdo de diferentes variedades,
localizacdo geografica, época do ano, maturagéo e formas de analises.

O JUltimo levantamento do numero de variedades nos bancos de
germoplasma oficiais brasileiros registrou 208 acessos. Tais bancos estdo em quatro
importantes ambitos com programas de melhoramento genético de manga
(Universidade Federal de Vicosa, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria-
EMBRAPA, Universidade Estadual de Sao Paulo-UNESP campus Jaboticabal e

Agéncia Paulista de Tecnologia do Agronego6cio-APTA), onde um dos objetivos é o
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de selecionar e/ou criar variedades resistentes as moscas-das-frutas. No mundo, os
bancos de germoplasma contam com aproximadamente 6 mil acessos, sendo a
maior colec&o a do Instituto de Pesquisa Horticola da india em Bangalore com 1100
acessos (FERREIRA et al., 1999).

Figura 1. Diferencas de caracteristicas em frutos de variedades de manga.

Fonte: Carlos J. Rossetto.

1.2 Moscas-das-frutas
As moscas-das-frutas compreendem diversos géneros e espécies de insetos

da ordem Diptera e familia Tephritidae, que causam grandes danos a agricultura
mundial, disseminadas em todos os continentes com excecdo do Artico e o
Antértico. Alguns insetos da familia Lonchaeidae sdo também considerados moscas-
das-frutas, mas os danos econdmicos desta familia ndo sdo comparaveis aos da
familia Tephritidae. S&o conhecidas mais de 200 espécies de frutas e hortalicas
cultivadas que hospedam as moscas-das-frutas em todo mundo, sendo as mais
importantes os citricos, péssego, manga e goiaba. A figura 2 ilustra o ciclo
reprodutivo das moscas-das-frutas.
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Figura 2. llustracdo do ciclo reprodutivo de moscas-das-frutas.

Adaptado de How to control the mango fruit fly (2013)

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, em 2010, dentre os dez
principais vegetais com problemas de residuos de defensivos, seis séo frutas e a
classe dos inseticidas sdo, geralmente, as mais toxicas. Zarbin e Rodrigues (2009)
citam as moscas-das-frutas como um das principais pragas da agricultura brasileira.

O género Anastrepha € o de maior importancia no Brasil, com 94 espécies
descritas no pais, sendo sete as espécies que apresentam importancia econémica.
Anastrepha fraterculus, conhecida como mosca-das-frutas-sul-americana, é a mais
importante para a fruticultura brasileira, pois ataca mais de 6.000 espécies em 15
familias, especialmente Myrtaceae, sendo a importante praga também em pomares
de magd, péssego, ameixa, laranja, mamao, uva e kiwi. (HICKEL; DUCROQUET,
1993, MALAVASI; ZUCHI, 2000; RAGA et al., 2006). Anastrepha grandis, mosca-da-
abobora, tem preferéncia por atacar frutos da familia Cucurbitaceae, como abdbora,
melancia e meldo, sendo importante devido a caracteristica quarentenaria em paises
importadores de frutos do Brasil (BRAGA SOBRINHO et al., 2003). Anastrepha
pseudoparalella é a principal espécie que ataca o maracuja, Anastrepha sororcula,
também tem preferéncia por frutos da familia Myrtaceae, mas também é encontrada
em manga e café. Anastrepha striata ataca principalmente Myrtaceae e maracuja e
finalmente Anastrepha zenildae também de importancia em myrtaceae e outras
familias, especialmente no nordeste brasileiro (MALAVASI; ZUCHI, 2000).
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As espécies encontradas com maior freqiéncia causando danos
especificamente e em ordem de importancia a mangicultura sdo Anastrepha obliqua,
A. fraterculus e Ceratitis capitata (Figura 3). Apesar de A. obliqua ser encontrada em
28 espécies de hospedeiros (SOUZA FILHO, 2006), a mesma possui preferéncia por
plantas da familia Anacardiaceae, como é o caso da manga e do caja Spondias
mombim (ZUCCHI, 2000). Ocorre também com muita expressdo em carambola
(Averrhoa carambola) da familia Oxalidaceae. Apesar de carambola n&o se tratar de
fruto com grande wulto econémico é importante por propiciar o aumento populacional
de A. obliqua e assim causar danos importantes em manga (MALAVASI; ZUCCHI,
2000).

Figura 3. Exemplares de Anastrepha obliqua, principal espécie de moscas-das-frutas na
cultura da manga. Na fémea, a esquerda, nota-se o detalhe do aparelho ovipositor, ausente

no macho a direita.

Foto: Jorge Valdez.

A figura 4 a seguir mostra o momento da oviposi¢cdo por A. obliqua em
manga Tommy Atkins” e a figura 5 a aparéncia de danos causados por moscas-das-

frutas em manga.
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|Figura 4. Oviposicao de A. obliqua em fruto de manga "Tommy Atkins”.

Foto: Christiann Davis Tosta

Figura 5. Fruto da esquerda, variedade "Palmer” com leséo externa no local de oviposigéo e
a direita danos internos no fruto.

Foto da esquerda: Christiann Davis Tosta e foto da direita: Dr. Carlos Jorge Rossetto.

Varios trabalhos confirmaram ser A. obligua a mosca mais importante em
manga (ALUJA et al., 1996; JIRON; HEDSTROM, 1991; CARREJO; GONZALEZ,
1994; ROSSETTO et al., 1996; KORYTKOW SKI, 2001; MARTINEZ; SERNA, 2005;
ALUJA etal., 2014).

Com relacdo ao género Ceratitis, apesar da ocorréncia de apenas uma
espécie importante, no caso C. capitata, a mosca-do-mediterraneo, € mais polifaga
do que as espécies de Anastrepha, ocorrendo em muitas familias, géneros e
espécies de hospedeiros (MALAVASI; ZUCCHI, 2000; ARTHUR et al., 1993). Ha
relatos de ocorréncia em manga, porém em intensidade muito menor do que A.
obliqua (OLIVEIRA et al., 2009). Alguns autores citam que registros de C. capitata

em pomares de manga ocorrem em armadilhas de monitoramento com isca de
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proteina hidrolisada e ndo em frutos e isto se deve provavelmente a populacéo
advinda de outras frutas ou mesmo pomares domésticos (SA, 2006; ZUCCHI, 2000).

Os prejuizos mundiais causados por moscas-das-frutas foram estimados em
cerca de 2 bilhdes de délares (MBARIA, 2011). No Brasil estimam-se prejuizos da
ordem de 65 milh6es de dolares por incidéncia de moscas em frutas (BALARIN,
2006). Com isso o pais tem investido na solugdo do problema. Somente entre 2004
e 2006 os Ministérios da Agricultura, da Ciéncia e Tecnologia e da Integracdo
Nacional, em conjunto com o estado da Bahia, investiram cerca de R$ 17 milhdes
para implantagdo de uma fabrica de machos estéreis de moscas, visando a reducao
da populacdo e seus danos, especialmente devido a expansédo da fruticultura no
nordeste brasileiro.

Apesar de importantes variedades comerciais de manga no Brasil (como
"Palmer’, "Tommy Atkins’, 'Kent’, dentre outras) serem suscetiveis as moscas-das-
frutas, existem variedades totalmente resistentes e outras ainda com valores
intermediarios de resisténcia (TOSTA et al., 2006; ROSSETTO et al., 2009).
Rossetto et al., (2006) observaram que quando larvas de mosca sao transferidas
para o interior de frutos de variedades resistentes, as mesmas conseguem se
desenvolver normalmente, indicando que tal resisténcia pode ter relacdo com a
casca do fruto ou com compostos volateis nas interacdes ecoldgicas.

A presenca de moscas-das-frutas em mangas exportadas é motivo frequente
de embargos sanitarios, especialmente por parte de grandes importadores do Brasil
como os Estados Unidos da América e Comunidade Européia. Tais medidas

influenciam sobremaneira negativamente as exportagcdes brasileiras.

1.3 Ecologia guimica

Ecologia é o estudo do ambiente ou do lugar onde se vive, sendo termo
bastante empregado em estudos da area da biologia, especialmente com relagdo as
interacdes ecoldgicas entre seres vivos. Ecologia quimica é o nome dado ao estudo
da participacdo dos compostos quimicos nestas relacdes ecoldgicas. Insetos
realizam suas rela¢des ecoldgicas principalmente atravées da chamada comunicacéo
guimica, ou seja, atraves da emissao e/ou percepcdo de compostos quimicos com
objetivos especificos. Zarbin e Rodrigues (2009) citam que o nome dado a estes

7

compostos é o de semioquimicos, do grego semeion, que significa sinal. Nesta
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categoria os compostos quimicos sédo ainda nomeados de acordo com a funcéo que
exercem no ambiente, quais sejam, marcar uma trilha no caso dos insetos sociais,
atrair individuo do sexo oposto para cépula ou mesmo localizar fontes de
alimentacdo ou hospedeiros. Cairomdnio € o termo utilizado quando o composto
gera beneficio para receptor, alomoénio quando o beneficio ocorre para o emissor e

sinomonio quando os dois sédo beneficiados (Figura 6).

Figura 6. Nomenclatura de semioguimicos de acordo com suas utilidades.

I SEMIOQUIMICOS |

ALELOGUINICOS FEROMONID
(relagio Inter-especifica) (relagho lntra-especifica)

CAIROMONID

SEXUAL

TRILHA

SINOMONID

AGREGALAD

Clasiificagho de Clagsificacho de
acordo com o ganho acardo com o
!'IIIII armizenr rm fFIBIPIFl‘ImFIIIII‘
receptor do provacads pelo
nleloguimice FEromdnio

Fonte: Zarbin e Rodrigues (2009)

Os compostos volateis sdo muito utilizados na ecologia quimica, onde
insetos conseguem detectar diferentes concentracbes tragcando rota para seu
objetivo, seja alimentar ou reprodutivo. A figura 7 exemplifica possivel percepcéao de

voléteis por insetos no que € comumente chamada pluma de odores.

Figura 7. Trajet6ria hipotética de vdo de insetos em fungéo de diferentes concentragdes de
compostos volateis na pluma de odores.
TRAJE TORIA

Fonte: Paiva e Pedrosa-Macedo (1985).
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Para que as relagdes ecologicas acontecam se fazem necessarios sistemas
bioquimicos especificos nos seres que participam nestas relacdes. Estes sistemas
existem como efeito direto do arcabougo genético, como a sintese de proteinas, e
consequentes efeitos em muitas rotas metabdlicas. Neste sentido é importante
avancar na compreensao do sistema complexo como todo, considerando a base
genética, seus produtos e efeitos quimicos nos estudos de ecologia, o que pode se
dar de varias maneiras, por exemplo, existem esforcos para o melhoramento
genético de mangueiras através de meétodos tradicionais de cruzamento e selecdes,
porém como manga € planta perene existe uma dificuldade envolvida no processo
gue € o longo periodo necessario para obtengcdo de resultados de produtividade e
resisténcias, sendo necessarios varios anos ou mesmo décadas para tal.
Alternativamente, projetos de sequenciamento de DNA de seres de interesse tem
chamado muito a atencdo tanto do meio cientifico como da sociedade em geral,
porém nao basta se conhecer apenas a sequencia de nucleotideos que compde o
DNA e sim o que tal sequencia produz efetivamente, inclusive por partes do DNA
gue eram antes aparentemente sem fungcdo, os chamados “junk DNA”, e que hoje
parecem participar na modulacdo da expressao de genes. Neste sentido tais
avancos tem sido realizados através da chamada gendmica funcional, relacionando
0S genes aos seus efeitos e papéis.

A gendmica funcional deve empregar outras técnicas de analise além das
genéticas, por exemplo, analises de proteinas e metabdlitos. Além de proteinas,
conforme Leite (2004), plantas produzem grande variedade de compostos quimicos,
chamados secundarios, que, aparentemente, ndo estdo envolvidos diretamente com
crescimento e desenvolvimento, funcionando principalmente como substancias de
defesa. Estes compostos possuem trés principais categorias, a saber, a dos
terpenos, a dos compostos fendlicos e a dos compostos com nitrogénio (TAIZ e
ZEIGER, 2004). Estes autores relatam ainda que os terpenos sao sintetizados de
acetil-CoA via rota do acido meval6nico, formados por unidades de cinco carbonos,
0os isoprenos. Terpenos sao subdivididos em monoterpenos, com dez carbonos
(C10), tais como limoleno, mentol, mirceno, o-pineno e [-pineno); o0s
sesquiterpenos, com quinze carbonos (C15), tais como costunolide e gossipol; os
diterpenos, com vinte carbonos (C20), tais como &cido abiético e forbol; os

triterpenos, com trinta carbonos (C30), como limonoide, saponina, o-ecdisona e

cardenolido; e os politerpenos (C5)n. Exemplos de compostos fendlicos, que séo



24

sintetizados primariamente de produtos derivados da rota do acido chiquimico, sédo
0s taninos, lignina e flavondides. Compostos fendlicos podem ser produzidos pela
rota do acido malbnico, entretanto, sdo pouco importantes em plantas superiores
(TAIZ e ZEIGER, 2004). Produtos secundarios contendo nitrogénio, como o0s
alcaléides (nicotina, cocaina, cafeina, morfina), glicosideos cianogénicos,
glucosinolatos, aminoacidos ndo protéicos inibidores de proteinase sao sintetizados,
principalmente, de aminoacidos comuns (LEITE, 2004). Além dos terpenos, 0s
ésteres sdo extremamente importantes na conferencia de aromas tipicos as frutas,
sendo metabolizados a partir de alcodis e acidos organicos.
As rotas metabdlicas importantes na sintese de volateis em plantas utilizam

tanto aminoacidos como carboidratos e acidos graxos como precursores, figura 8.
Todos os terpenos sao sintetizados a partir de IPP — isopentenil difosfato, que por
sua vez é derivado das rotas do acetato/mevalonato ou do piruvato/gliceraldeido-3-
fosfafo. O IPP participa diretamente na formacédo do GPP-geranil difosfato, este o
precursor dos terpenos, (figura 9) (LICHTENTHALER et al., 1997).

Figura 8. Esquema simplificado de rotas de sintese de compostos volateis em frutas. Os

circulos indicam produtos intermediarios, enzimas atuantes no processo em azul (LOX-
Lipoxigenase, HPL-Acido graxo hidroperoéxido liase, ADH-Alcool desidrogenase, ATT-Alcool

aciltransferase, PDC-Piruvato descarboxilase, THMF-3-cetoacilCoA tiolase, CCD-
Carotenoide clivagem desidrogenase, MTS-Monoterpeno sintase, TPS-Terpeno sintase).
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Adaptado de Defilippi et al., (2009)
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Figura 9. Participacdo dos IPP-isopentenil difosfato e GPP-geranil difosfato na formacgéo

do limoneno.
CHy CHy

/\Aopp \ opp

ﬂ - >
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Isopentenil difosfato Geranil difosfato

Adaptado de Burnham (2014)

Especificamente com relacdo a compostos volateis em plantas, eles séo
importantes tanto por participar nas caracteristicas sensoriais como também nas
relacbes ecoldgicas na natureza, como repeléncia e/ou atragdo de pragas, assim
estudos cientificos tém sido realizados a fim de identificar compostos volateis na
manga, utilizando metodologia de headspace simples (LEBRUN et al., 2008),
extracdo com solvente e destilagdo (MacLEOD; TROCONIS 1982; MacLEOD,;
PIERIS, 1984; MacLEOD; SNYDER, 1985; ANDRADE et al., 2000; PINO et al.,
2005; QUIJANO et al., 2007; LAOHAPRASIT et al., 2011; KULKARNI et al., 2012),
uso de agentes adsorventes tais como o Tenax e Porapak (JANG et al., 1989; MALO
et al., 2012; FRANCO et al., 2004; CRUZ-LOPEZ et al., 2006) e, mais recentemente,
a micro-extracdo em fase solida, do inglés SPME-Solid Phase Micro Extraction,
(SHANG et al, 2002; BEAULIEU; LEA, 2003; LALEL et al, 2003;
MAHATTANATAWEE et al., 2005; CANUTO et al., 2009; GEBARA et al., 2011).

Em analises que empregam headspace simples sdo comuns problemas com
baixas concentracdes, nas destilagbes podem ocorrer formacao de artefatos e com
uso de headspace dindmico e solventes sdo comuns tanto contaminagdes como
perda de compostos volateis nas fases de evaporacdo dos solventes, que acabam
“arrastando” especialmente os compostos mais volateis das amostras.

Todos os trabalhos acima citados utilizaram polpa de manga, sendo
encontrado apenas um artigo com SPME de volateis de fruto de manga, porém com
0s mesmos colhidos e extracfes realizadas em laboratorio e ndo in situ (SANDOVAL

et al.,, 2007). Esta técnica € comprovadamente mais rapida e sensivel do que a
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extracdo liquido-liquido convencional, destilacdo e extragdo simultaneos e
headspace purge and trap em amostragens de volateis (SHANG et al., 2002). Outra
dificuldade encontrada na amostragem de volateis de frutas de manga é a
sazonalidade da producdo, uma vez que sdo produzidos em periodo curto e
especifico do ano.

Um trabalho de revisdo relatou a ocorréncia de 578 compostos volateis de
manga descritos na literatura, sendo 162 terpenos e terpendides, 128 ésteres, 86
arométicos, 61 cetonas e lactonas, 37 aldeidos, 34 alcodis, 21 acidos, 21 alcanos e
cicloalcanos, 13 norisoprendides e 15 outros compostos diversos (SINGH, 2011).

Além dos compostos volateis liberados pelo fruto, outro componente que
pode ser importante é o latex, fluido transportado em dutos na casca do fruto,
podendo subsidiar reacBes quimicas que gerem 0s volateis ou mesmo transporta-los
até a liberagcdo. O latex de manga causa danos quando em contato com os frutos,
ocasionando queimaduras na casca e depreciando as qualidades de marketing. E
comum os produtores deixarem as frutas de cabeca para baixo na grama enquanto o
latex é liberado e assim prevenir danos, antes de embalar. Vale ressaltar que existe
uma grande demanda por aroma naturais de manga, sendo o latex um produto
passivel de prospecc¢do por compostos quimicos com valor econémico.

Bruce e Pickett (2011) deixam evidente que a atracdo ou repeléncia de
insetos por volateis de plantas € muito mais associada a interacdo de compostos do
gue ao efeito deles de forma isolada, conferindo maior importancia na busca de
blends responsaveis pelas interagdes ecologicas. Também comentam sobre a
necessidade do inseto conseguir identificar a presenca do eventual blend em meio a
centenas de compostos liberados pelas plantas e presentes no ambiente.
Corroborando ainda mais a complexidade das interagGes, Isono e Morita (2010)
confirmam que a percepgdo quimico-sensorial em insetos também é diferenciada
celularmente, existindo neurbnios especializados para diferentes tipos de moléculas.
Hansson (2002) ja havia relatado que a percepc¢éo sensorial de blends por insetos €
totalmente diferente da percepgcdo dos mesmos compostos isolados, inclusive
acionando neurénios distintos e especializados.

O estado da arte sobre as rela¢cfes ecoldgicas demonstra que existem varias
ferramentas utilizadas pelos insetos para localizar e identificar o hospedeiro. O
inseto pode utilizar-se de identificacdo de compostos volateis por sensilas,

especialmente nas antenas, pode utlizar a visdo e confirmar a aptiddo do
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hospedeiro através do gosto e/ou identificacdo quimica ao tocar o hospedeiro
através de receptores especializados, localizados no aparelho bucal, nas patas e até
nos aparelhos ovipositores (RICE, 1989; ZUCOLOTO, 1993). Finch e Collier (2000)
relatam que o sistema de localizacdo é geralmente baseado em trés passos,
iniciando-se pela identificacdo dos compostos volateis, seguida pela localizagéo
visual e terminando na confirmagao ou nao pela identificagdo de compostos nao
voléteis. Segundo estes autores, apesar das trés fases serem importantes é inegavel
a crucialidade da fase de identificacdo dos volateis.

Além dos fatores quimicos, Joel (1980) propde que as moscas procurem por
regibes na casca em que o entrelacamento dos dutos lactiferos apresente menor
espessura e que desta forma, exista correlacdo da resisténcia dos frutos com o
tamanho desta camada de dutos e a respectiva densidade dos mesmos e nao
necessariamente com a espessura de casca. De fato existem “janelas” sem a
presenca de dutos e onde as moscas podem inserir o aparelho ovipositor, vencendo

tal barreira (Figura 14)

Figura 14. Esquema ilustrativo de sistema de dutos de latex em casca de manga, variedade
Haden, baseado em imagens de foto-microscopia de se¢des tangenciais. Escala de 1 mm a
direita.

Adaptado de Joel (1980).

Em observacdes de campo ou em experimentos de laboratério verifica-se
gue as moscas-das-frutas, ao pousar no fruto, passam a procurar por alguma area
especifica para ovipositar, possivelmente algum local com alguma facilidade de
penetracdo, como é o caso de aberturas naturais que podem ser verificadas

microscopicamente (ALUJA et al., 2001).
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1.4 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral executar prospec¢cdo de compostos
guimicos volateis em variedades de manga, para comparar eventuais diferencas
entre variedades resistentes e suscetiveis as moscas-das-frutas.
Complementarmente objetivou-se também analisar alguns fatores fisicos na casca

de frutos.

1.5 Objetivos especificos

Coletar amostras de latex, frutos e volateis de variedades de manga
resistentes e suscetiveis as moscas-das-frutas;

Executar analises microscépicas de cascas de frutos de variedades de
manga resistentes e suscetiveis as moscas-das-frutas;

Desenvolver ajustes metodolégicos e analisar compostos volateis em latex e
frutos de variedades de manga resistentes e suscetiveis as moscas-das-frutas;

Verificar respostas eletroantenograficas da mosca Anastrepha obliqua a
compostos volateis de manga;

Verificar atracdo de Anastrepha obliqua a compostos volateis de manga em
tunel de vento;

Tabular e tratar estatisticamente os dados.

2. Material e Métodos

2.1 Coleta de amostras de frutos e latex

Durante a safra 2011/12 foram coletadas variedades de manga em

diferentes estados fisioldgicos, conforme tabela 1:
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Tabela 1. Variedades de manga coletadas durante a safra 2011/12. Minimo de 3 frutos para cada

condicéo fisioldgica.

Variedade / estagio Local dacoleta Datadacoleta Qtd latex mL
Alfa inicio de maturagéo 1 22/12/2011 0
Alfa madura 1 22/12/2011 2
Alfa verde 1 24/12/2011 2,5
Ataulfo inicio de maturagdo 2 22/01/2012 0,4
Ataulfo verde 2 26/11/2011 15
Azenha inicio de maturagdo 4 10/01/2012 2,5
Azenha madura 4 19/12/2011 0,5
Azenha verde 4 19/12/2011 2
Espada ouro madura 5 13/01/2012 0,2
Espada ouro verde 5 13/01/2012 2
Espada Stahl madura 3 02/12/2011 3
Espada Stahl verde 3 26/11/2011 2,8
Espada Vermelha madura 3 26/11/2011 2
Espada Vermelha verde 3 26/11/2011 3,5
Keitt verde 2 26/11/2011 2,8
Kent inicio de maturagéo 6 01/02/2012 3
Kent madura 6 01/02/2012 3
Kent verde 6 01/02/2012 3
Palmer inicio de maturagao 6 01/02/2012 3
Palmer madura 6 01/02/2012 3
Palmer verde 3 23/01/2012 25
Palmer verde 6 01/02/2012 3
Tommy Atkins inicio de maturagédo 3 23/01/2012 2,5
Tommy Atkins madura 3 21/12/2011 0,3
Tommy Atkins verde 3 26/11/2011 2,5

Legenda dos locais de coleta:

1. Bairro Vae Verde, Santo Antdnio da Posse-SP

2. Arearura, Paulinia-SP

3. Mé&rio Bruno, sitio Santa Rosa, Bairro Bocaina, Mogi Mirim-SP

4. Dr. Gilberto Azenhg, sitio em Vdinhos-SP.

5. Campus S8o Vicentedo IFMT - BR 364 km 329 MT (coordenadas -15.820631, -55.418585)
6. Ogata citros— Sdo Lourengo do Turvo, M at&o-SP (coordenadas -21.503053, -48.504205)

Os frutos e o latex coletados foram identificados, congelados em freezer doméstico e
parte das amostras foram transferidas para ultrafreezer (-80°C) com objetivo de
paralisar a degradacdo enzimatica (Figura 10). As variedades abordadas neste

trabalho apresentam diferentes caracteristicas de frutos (Figuras 11 a 13)



Figura 10. Coleta de latex de fruto de manga variedade "Palmer’.

Foto: Alexander A. da Silva

Figura 11. Arvore e detalhes da variedade "Palmer’, suscetivel s moscas-das-frutas, no
local de coleta.

Fotos: Christiann Davis Tosta
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Figura 12. Detalhes da variedade "Espada vermelha’, resistente as moscas-das-frutas, no

local de coleta a esquerda e dos frutos a direita.

Fotos: Christiann Davis Tosta

Figura 13. Detalhes da variedade "Alfa’, resistente as moscas-das-frutas, no local de coleta
a esquerda e do fruto a direita.

Fotos: Christiann Davis Tosta

Os estagios de maturagdo foram julgados subjetivamente com base nas
caracteristicas visuais, firmeza de frutos ao tato e percepcdo na liberacdo de
volateis, uma vez que nado existem diferencas significativas entre a composi¢cao dos
frutos, como teor de acgUcar dos grupos suscetiveis ou resistentes as moscas-das-
frutas (MEDEIROS-SANTANA; ZUCOLOTO 2009; ALUJA et al., 2014).

2.2 Andlises fisicas de epicarpo de frutos de manga

Este trabalho envolveu principalmente a busca de compostos quimicos que

se relacionem com a resisténcia e/ou atragdo as moscas-de-frutas, porém a
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resisténcia das variedades de manga pode estar relacionada com outros fatores, a
exemplo das caracteristicas fisicas. Assim optou-se por realizar também analises
microscopicas do epicaropo dos frutos e avaliar possivel relagédo de resisténcia com
tais caracteristicas fisicas, como a espessura da epiderme, ranhuras ou orificios e
espessura da camada de dutos lactiferos.

Para verificacdo da densidade e profundidade de dutos lactiferos, efetuaram-
se cortes transversais, com secc¢des de cascas da regido lateral de trés frutos foram
inseridas em blocos de isopor com tamanho de 1 cm x 1 cm x 3 cm, de onde se
efetuaram cortes manualmente, com auxilio de lamina. Os cortes foram clarificados
com solucéo comercial de hipoclorito de sédio (aproximadamente 2% de cloro ativo)
e lavados com agua deionizada, sendo entdo transferidos para solucdo corante
Sudan lll, conforme Evans (2002) e Claudino et al., (2013). Este corante foi utilizado
também com vistas a verificar diferencas na espessura da camada de ceras, uma
vez que cora especialmente compostos apolares. Para verificacdo de orificios na
superficie das cascas, realizaram-se também cortes paradérmicos, sem tratamento
corante auxiliar. As visualizagbes foram realizadas em microscépio Otico com

aumento de quarenta vezes.

2.3 Micro-extracdo em fase sélida (SPME) de compostos volateis

2.3.1. Quantidade de amostra, tempo e temperatura de extragcao

Para determinar a quantidade de amostra na extracao de volateis, testou-se,
além de diferentes tamanhos de frascos, quantidades distintas de amostra de latex
da variedade 'Espada Ouro’. Partiu-se de 2 mL de amostra em frasco de 4 mL, ou
seja, a metade do volume do recipiente, objetivando rapido e eficiente equilibrio da
amostra com o headspace. Este resultado ofereceu subsidio para conhecer a
condicao de saturacéo. De posse dessa informagao passou-se a testar quantidades
menores de amostra em frascos de 2 mL de capacidade, com o acompanhamento
da altura e areas dos picos. Chegou-se ao volume de amostra minimo para que nao
ocorra perda na condicdo de equilibrio igual a 50 pyL em frascos de 2 mL. Este
estudo foi importante, pois o0 volume de amostra de algumas das variedades foi
pequeno, mesmo coletando-se niumero grande de frutos (Tabela 1). Foram testadas,

para cromatografia gasosa, diversas condicbes de temperatura de forno, com



aumentos lineares, a 10 °C/min, 4°C/min e 3°C/min, além de programacdes
segmentadas, na tentativa de resolver picos coeluidos. Por se tratarem de amostras
complexas e de diversas variedades chegou-se a melhor condi¢céo possivel e viavel
com coluna Phenomenex Zebron ZB-5, com 30 m de comprimento, diametro interno
de 0,25 mm e espessura de fiime de 0,25 um, forno inicialmente em 50°C por 3 min;
aquecimento a 2°C/min até 100°C, mantendo por 1 min, novo aquecimento a
10°C/min até 140°C, 2°C/min até 160°C e 10°C/min até 200°C mantendo por 10 min,
gas de arraste N em 1 mL/min, injetor a 200 °C e modos de injecdo em split 1:25,
1:50, 1:100 e splitless. Amostra de latex de manga foi transferida para frasco com
septo de silicone e neste recipiente foi inserida a fibra de SPME. Apos a extragdo, a
mesma foi inserida no injetor do cromatégrafo por 5 minutos para desor¢cdo dos
compostos extraidos. Estas condi¢des foram utilizadas em todos os resultados de
compostos volateis demonstrados neste trabalho.

Testaram-se diversas variagdes no bindmio tempo versus temperatura de
extracdo com a mesma quantidade de 50 yL de amostra. Foi possivel verificar que
quanto as areas total e relativa ndo houve diferencga significativa quando a extracao
foi realizada durante 12h a 25°C ou 1h a 40°C. Com extracdo a 25°C por 10 minutos
houve reducao significativa nas areas obtidas, comparando-se com tempos de 20
minutos ou mais, enquanto para tempo de extragcédo igual a 40 minutos ou mais néo
houve diferenca significativa tanto na area total, como nas alturas ou areas relativas
de picos. Assim optou-se por acatar como condi¢cdo viavel de tempo e temperatura

de extracdo 40 minutos a 25°C.

2.3.3 Selecao de fibras

Quatro diferentes revestimentos de fibras foram utilizados com o objetivo de
avaliar diferentes seletividades e capacidade de extracdo: PA-Poliacrilato (100 pm
de espessura), PDMS-Polidimetilsiloxano (100 ym de espessura), Car/PDMS -
Carboxen/Polidimetilsiloxano (75 pnm de espessura) e DVB/Car/PDMS-
Divinilbenzeno/Carboxen/Polidimetilsiloxano (50/30 ym de espessura), adquiridos do
fabricante Supelco. A selecdo de fibras foi realizada nas condi¢cbes anteriores, ou
seja, extracdo em headspace de 50 yL de latex em frasco de 1,5 mL, durante 40 min

a 25°C. Neste teste utilizaram-se triplicatas de amostras da variedade ‘Palmer’.



2.3.4 ldentificagdo de compostos volateis

Para identificacdo dos compostos volateis de latex e de frutos obtidos por
SPME, realizou-se analise em cromatografo gasoso acoplado a espectrébmetro de
massas, modelo Shimadzu GC2010-GCMSQP2010. As condi¢des foram as mesmas
utilizadas no cromatégrafo com detector de ionizacdo em chama, citadas
anteriormente, adicionando-se a informagdo da temperatura da fonte de ions e da
interface em 250°C e varredura de espectros de 40 a 600 m/z, gerados com 70 eV
para impacto de ionizagcdo. As propostas de identificacdo dos compostos foram
realizadas através de comparacao dos espectros de massas nas bibliotecas NIST 8,
NIST 98v101, Willey v229 e FFNSC 1.3 (Flavor and Fragrance Natural and Synthetic
Compounds) considerando-se similaridade em torno de 95%, além da confirmagéo
com padrbes comerciais para 0s majoritarios e utilizacdo auxiliar dos respectivos RI

(Retention index) ou indices de retencédo, estes calculados pela equacéao:

RI = 100n + 100 x— %92 e,
tr(Z+1)—trZ

n é o nimero de carbonos do n-alcano com o tempo de reten¢do anterior ao composto analisado;
trX é o tempo de reten¢do do composto analisado;

trZ é o tempo de retencdo do n-alcano imediatamente anterior ao composto analisado;

trZ+1 o tempo de retencéo do n-alcano localizado imediatamente ap6s o composto analisado

2.3.5 Extracéo in situ de volateis de frutos

Para realizacdo das analises de volateis baseadas em extracfes in situ,
foram efetuadas coletas em pomares da regido central do estado de S&o Paulo. Esta
estratégia propiciou analises imediatamente apds a extracdo. A tabela 2 abaixo

dispbe dos detalhes de variedades, locais, datas de coleta e analises.
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Tabela 2. Variedades de manga coletadas para andlise de compostos volateis durante a
safra 2012/13 e 2013/14. Minimo de 3 frutos para cada condi¢ao fisiologica. Locais de
coleta: Ogata citros, Matdo-SP (coordenadas -21.503053, -48.504205) e APTA regional

Pindorama-SP (Coordenadas -21.222971, -48.907128).

Variedade / estagio

Locais de coleta

Data da coleta

Alfa madura Ogata citros, Matdo-SP 23/12/2013
Alfa verde Ogata citros, Matédo-SP 23/12/2013
Alfa madura Ogata citros, Matédo-SP 09/01/2014
Alfa verde Ogata citros, Matédo-SP 09/01/2014
Espada Vermelha madura APTA regional, Pindorama-SP  13/01/2014
Espada Vermelha verde APTA regional, Pindorama-SP  13/01/2014
Palmer madura Ogata citros, Matédo-SP 07/02/2013
Palmer verde Ogata citros, Matédo-SP 07/02/2013
Palmer madura Ogata citros, Matédo-SP 15/02/2013
Palmer verde Ogata citros, Matdo-SP 16/02/2013
Palmer madura Ogata citros, Matdo-SP 06/03/2014
Palmer verde Ogata citros, Matédo-SP 06/03/2014
Palmer madura Ogata citros, Matdo-SP 20/02/2014
Palmer verde Ogata citros, Matdo-SP 20/02/2014
Kent madura Ogata citros, Matdo-SP 06/03/2013
Kent verde Ogata citros, Matdo-SP 06/03/2013
Kent madura Ogata citros, Matdo-SP 05/02/2013
Kent verde Ogata citros, Matdo-SP 05/02/2013

Para estas andlises foi desenvolvido aparato adaptado para coleta de
volateis dos frutos in situ, ou seja com os mesmos ainda na arvore, de forma a
identificar com maior fidelidade possivel os compostos efetivamente liberados em
condicdo de campo. Para extracdo, o pedunculo do fruto foi envolto com parafilm® e
0s volateis concentrados em frascos com volume de 4 litros, de onde foram
extraidos por 3 horas com fibra de SPME (fabricante Supelco) revestida com
Divinilbenzeno/Carboxen/Polidimetilsiloxano (DVB/Car/PDMS 50/30pm). Os frutos
tiveram os peddnculos cortados 25 cm acima do local envolto com parafim®, sendo
levados imediatamente para o laboratério ainda nos frascos de extracdo. As figuras
15, 16, 17 e 18 registram momentos de extracdo de volateis em campo assim como
a aparéncia das arvores e frutos. E importante salientar relato de Zhu et al., (2013)
qgue citam ndo haver na literatura analise de compostos volateis in vivo utilizando
SPME em frutas, evidenciando tratar-se de aplicagdo pioneira. As variedades

submetidas a estas analises foram as suscetiveis as moscas-de-frutas, ‘Palmer e
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"Kent” e as resistentes "Alfa” e "Espada vermelha’, tanto em condi¢do verdes como
maduras. Para comparagdo e controle branco, além das analises com frutos em
todas as coletas realizou-se extracao de volateis de frasco sem o fruto, apenas com
a atmosfera local, seguindo os mesmos parametros utilizados com os frutos.

Além da proposta de identificacdo dos compostos conforme descrito para os
volateis de latex, utilizou-se ainda de biblioteca prépria, construida com base nos
resultados deste projeto. Para tanto efetuou-se adaptacdo em planilha elaborada e
gentilmente disponibilizada por Lucero et al.,, (2009). Esta planilha opera em
ambiente Microsoft Excel calculando automaticamente o indice de retencédo e
propondo identificacdo conforme proximidade dos registrados na biblioteca. A
adaptacéo efetuada foi a substituicdo dos dados originais desta biblioteca pelos aqui
obtidos exclusivamente com manga e alguns de seus respectivos padrbes
comerciais (SIGMA).



Figura 15. Fotografias de extrag&o in situ de compostos volateis da variedade suscetivel

i r
Fotos: Christiann Davis Tosta

Figura 16. Fotografias de extrag&o in situ de compostos volateis da variedade suscetivel
“Palmer” em condi¢éo de campo.

Figura 17. Fotografias de extragéo in situ de compostos volateis da variedade resistente
"Alfa” em condi¢ao de campo.

-

Fotos: Christiann Davis Tosta
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Figura 18. Fotografias de extragdo in situ de compostos volateis da variedade resistente
"Espada vermelha” em condi¢cao de campo.

Fotos: Christiann Davis Tosta

As analises foram realizadas tanto em cromatografo com detector de
ionizacdo em chama (Varian CP3800) como com espectrdmetro de massas
(Shimadzu GC2010-GCMSQP2010). Também se realizou extragdo de volateis de
fruto maduro da variedade "Palmer” adquirido em mercado na cidade de Ribeirdo
Preto, com a finalidade de confirmar diferencas nas extragdes in situ.

2.4 Eletroantenografia

Muitos compostos volateis foram identificados nas variedades estudadas,
porém nem todas participam necessariamente da comunica¢ao quimica entre planta
e inseto. A eletroantenografia trata-se de andlise que mede intensidade de sinais
elétricos em antenas de insetos quando em contato com o composto testado. Esta
técnica detecta se o inseto percebe sensorialmente o composto, mas nao oferece
informacédo se tal percepcdo corresponde a atracdo ou repeléncia. Apesar dessa
limitacdo, € ferramenta extremamente (til na triagem de compostos para técnicas
gue verifiquem atracéo e/ou repeléncia a exemplo de testes em tanel de vento.

O termo eletroantenografia deriva evidentemente da medida de sinal em
antenas, porém insetos podem perceber compostos quimicos também por outras
sensilas localizadas na cabecga ou outras partes do corpo. Kendra et al., (2009),
trabalhando com género Anastrepha evidenciaram eficiéncia em confirmacéo de
percepcdo de compostos quimicos utilizando a cabegca do inseto. Esta técnica

apresenta como vantagem a manipulacéo facilitada, uma vez que a cabeca é

significantemente maior do que somente a antena e também por aumentar o nimero
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de sensilas utilizadas. Aumento no niUmero de sensilas é outra vantagem importante,
uma vez que Steinbrecht et al., (1995) confirmaram algumas sensilas serem
especializadas para determinados compostos quimicos. A figura 19 evidencia
numerosas sensilas , além das antenas presentes na cabeca de Anastrepha spp.

A metodologia empregada foi adaptada de Kendra et al., (2009), modificando-
se basicamente a montagem do sistema em eletrodos de fio de prata com gel
condutor (Spectra 360, Parker Laboratories, Fairfield, NJ), enquanto o sistema
original foi montado em pipetas Pasteur, Figura 19. As analises foram conduzidas
nos equipamentos Autospike IDAC - 2/3 e CS-05 da marca Syntech
(Kirchzarten/Alemanha) no Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Sé&o Carlos-UFSCar. Os resultados foram tratados no software Syntech-GcEad 2012

v.1.2.4 do mesmo fabricante do equipamento.

Figura 19. Na cabeca a esquerda a montagem do aparato é com Anastrepha fraterculus em
pipetas Pasteur com KCI e a direita o sistema montado com A. obliqua em fios de prata e gel
condutor. As fotos evidenciam grande nimero de sensilas que, além das antenas, também
participam na percepcédo sensorial de volateis.

.

A:ﬂe nas

Sensilias

Foto & esquerda de Kendra et al., (2014) e foto da direita de Christiann Davis Tosta

Para cada teste aplicou-se 5 yL do composto quimico em disco de papel de
filtro Whatman n.1 com didametro de 6 mm. Aguardou-se 30 segundos para
evaporacgao do solvente, importante especialmente no caso de compostos diluidos, e
transferiu-se o disco para pipetas Pasteur, que foram ligadas a bomba de ar do
aparelho Syntech CS-05 através de mangueira de silicone para aplicagdo nas
cabecas de moscas testadas. A cabeca do inseto foi submetida a fluxo constante de
40 cm/s de ar umidificado e a duracéo do pulso de injecdo de amostra ajustada para



0,4 segundos. A figura 20 esquematiza a montagem do sistema de

eletroantenografia, seguida de exemplo de eletroantenograma com fémeas de A.
obligua.

Figura 20. Esquematizagéo do sistema de eletroantenografia e eletroantenograma com
registro de sinais elétricos emtorno de 1 mV.
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As leituras foram realizadas com dez moscas entre 10 e 25 dias de idade,
com quintuplicata de registros para cada mosca. Os dados obtidos foram submetidos

ao teste de Lilliefors para verificacdo de normalidade (software BioEstat v.5.3) e
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entdo submetidos a andlise de variancia e posterior comparacdo de médias pelo
teste de Scott-Knott, p = 0,05, utilizando-se o software Estatistica-UEPG v.1.

Foram realizados trés testes, sendo o primeiro com o objetivo de verificar a
funcionalidade do sistema, especialmente a adaptacao da cabeca da mosca nos
eletrodos e suas respostas (RAMOS, 2006). O segundo teste visou verificar
diferencas nas respostas dos compostos majoritarios das variedades estudadas e
também dos respectivos blends sintéticos formulados a partir de padrées comerciais.
Finalmente o terceiro teste teve como objetivo verificar diferencas de respostas entre
machos e fémeas com relacdo ao blend sintético.

A eletroantenografia geralmente é iniciada por identificacdo de algum
composto que apresente resposta varidvel em funcdo da concentracédo, testes estes
denominados EAG (do inglés Electroantennography) e tem o objetivo de confirmar a
utilizacdo da antena como detector de resposta em funcdo do contato com o
composto testado. O 6-3-careno foi um dos compostos que apresentou variagao
entre as variedades, ocorrendo em visivel maior quantidade nas suscetiveis, assim
optou-se por verificar a resposta eletroantenografica com este terpeno nas
concentragdes de 0,1, 1 e 10 mg/mL, além do composto puro. Verificou-se a
resposta aplicando-se apenas ar e somente hexano (Macron chemicals, Phillipsburg,

NJ, grau HPLC), uma vez que as diluicdes foram realizadas com este solvente.

2.5 Testes de atracdo em tunel de vento

Andlises de antenografia permitem verificar se compostos causam algum
estimulo em insetos, porém nao permite verificar se tal estimulo apresenta efeito de
atracdo ou repeléncia. Por este motivo testes realizados em tunel de vento séo
importantes para complementar informacgdes, permitindo melhor correlagdo com
interacdes ecologicas.

Foram realizados testes de atragcdo com blends sintéticos correspondentes
aos compostos majoritarios na variedade suscetivel ‘Palmer” e também com a
resistente "Alfa’, com duas composi¢des, pois 0 composto em maior quantidade
relativa, no caso o limoneno, pode apresentar distintas isomerias, assim um dos
blends desta variedade foi formulado com (R) (+) limoneno e outro com (S) (-)

limoneno (Tabela 3).
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Tabela 3. Composicéo de blends sintéticos formulados a partir de padrdes comerciais
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA), em fungéo da proporgédo emitida pelos frutos
correspondentes. Compostos majoritarios, perfazendo entre 70 e 76% da &rea total dos

cromatogramas.
blend "Alfa” madura blend “Palmer” madura

Compostos Area (%) ulL Area (%) ulL
a-Pineno 7.08 20.4 0.26 0.68

B-pinene 0.97 2.80 - -
Mirceno 2.80 8.0 3.31 8.62
Hexanoato de etila 0.99 2.8 5.59 14.56
o-3-careno - - 27.65 72.02
Limoneno 46.93 135.1 2.31 6.02

B-cis-Ocimeno 0,7 2 - -

B-trans-Ocimeno 0,7 2 - -
Terpinoleno 0.21 0.6 1.18 3.07
Hexanoato de butila 0.11 0.3 0.59 1.54
Octanoato de etila 6.33 18.2 34.2 89.09
B-Cariofileno 2.65 7.6 1.69 4.40

Os testes em tunel foram realizados na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da UNESP Araraquara em equipamento gentiimente disponibilizado pela Profa. Dra.

Mara Cristina Pinto. As caracteristicas do tunel encontram-se na figura 21.

Figura 21. Caracteristicas do tinel de vento utilizado nos testes de atracao de volateis de
variedades de manga suscetiveis e resistentes.
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Adaptado de Pinto et al., (2012).

Os testes foram realizados no periodo da tarde, com inicio as 14 h, porém as

moscas foram transferidas para as gaiolas as 10h da manha e mantidas nha mesma



sala do tunel, visando aclimatacdo das mesmas e minimizacdo de efeito de estresse
nos resultados. As condi¢des utilizadas foram de vazéo de ar sintético de alta pureza
(White Martins 5.0) a 0,5 L/min, temperatura a 25 + 1 ° C, umidade relativa de 60-
70%. Exaustor do tunel (diametro de 10 cm) com poténcia de 15% gerando cerca de
3.500 rotagBes por minuto. O tempo de monitoramento de cada gaiola foi de 5
minutos, sendo anotados o tempo de saida das moscas da gaiola, comportamento
considerado como ativacdo, a distancia do alvo, ou seja, da extremidade do tunel
onde o volatil é liberado e o tempo em que a mosca atingiu o alvo. Distancia da fonte
de composto volatil igual ou inferior a 5 cm foram considerados como alvo atingido e
moscas efetivamente atraidas. Foram testadas 10 gaiolas por experimento, sendo 5
gaiolas com 5 fémeas cada e 5 gaiolas com 5 machos cada, totalizando n=25 para
cada sexo e com idade variando entre 15 e 25 dias de idade, conforme periodo
otimo de oviposicdo (CARVALHO et al., 1998). Para efeito de controle e
comparacdo, antes dos testes com os compostos volateis, foi realizado o mesmo
procedimento somente com ar sintético.

Em trabalhos utilizando tanel de vento a liberacdo dos compostos volateis €
efetuada com utlizacdo de pedagcos de papel de filtro. Os compostos sé&o
depositados no papel e 0 mesmo é colocado na saida de ar do tunel para liberacéo.
Este sistema funciona bem quando os insetos testados sdo atraidos em curto
periodo de tempo e o composto testado ndo € muito volatil. Para compostos mais
volateis a concentracdo cai ao longo do experimento, chegando ao ponto de nao
mais atrair os insetos (comunicagcao pessoal, Dra. Mara Pinto e Vicente Machado,
UNESP-Araraquara). Assim executou-se monitoramento da concentracdo de
compostos com auxilio de SPME, nas mesmas condi¢des utilizadas para volateis de
frutos, modificando-se apenas o tempo de extracdo de 5 minutos, equivalente ao
tempo de monitoramento de atracdo dos insetos. Visando manter a mesma
concentragcdo de compostos ao longo do experimento optou-se por utilizar
adaptacdo na forma de liberagcao, onde frasco de vidro com capacidade para 2 mL
contendo 200 uL do blend foi colocado em outro frasco de vidro com capacidade de
40 mL. No septo deste frasco maior foram inseridas duas pipetas Pasteur para

entrada de ar sintético e saida do headspace para o tunel de vento (Figura 22).



Figura 22. Aparato para liberagdo de compostos volateis em tinel de vento.

i
Foto: Christiann Davis Tosta

2.6 Manutencédo de colénia de Anastrephaobliqua

Os testes de eletroantenografia e de atracdo em tunel de vento necessitaram
de centenas de insetos. Para viabilizar a disponibilidade de A. obliqua, foi mantida
colénia em sala climatizada (temperatura 24 £ 1 °C e umidade relativa em 65 + 5%)
no laboratorio Nubbe 2 do Instituto de Quimica da UNESP Araraquara. A coldnia foi
iniciada na UNESP a partir de 20 individuos machos e 20 fémeas, gentiimente
cedidas pelo prof. Dr. Reinaldo Otavio Alvarenga Alves de Brito e Dra. Samira
Chahad Ehlers, do Departamento de Genética e Evolucdo da Universidade Federal
de Séo Carlos — UFSCar. A col6nia original foi iniciada na UFSCar a partir de coleta
de umbu (Spondias tuberosa L) no municipio de Caetité-BA em marco de 2013. A
partir dos frutos foram coletadas as pupas de moscas-das-frutas e executada
triagem conforme identificacdo da espécie em chave apropriada (disponivel em
http://delta-intkey.com/anatox). Os testes de eletroantenografia e tunel de vento
foram realizados entre 0 nono e o décimo segundo ciclo de reproducéo da colbnia.

A criacdo foi mantida em caixas plasticas de polietileno, figura 23, adaptando-
se modelo de Machota Junior et al., (2010), que utilizaram mamao para a criagdo em
laboratério de A. fraterculus enquanto neste trabalho utilizou-se para a criagdo de A.
obligua manga das variedades ‘Tommy Atkins ou "Palmer’, conforme
disponibilidade no mercado local de Araraquara-SP. Na caixa foram mantidos
aproximadamente 75 casais, que receberam alimentacdo e agua ad libitum. A agua

foi oferecida em frasco com algodao hidrofilo e a dieta, conforme composicdo da



tabela 4, em fitas de papel toalha doméstico (Figura 24). A troca de agua e
alimentacéo foi executada semanalmente. Para oviposi¢ao, foram mantidos na caixa
trés ou quatro frutos de manga em placas de Petri com vermiculita ultrafina, figura
25.

Figura 23. Caixa adaptada para criagdo de A. obliqua.

Foto: Christiann Davis Tosta

Figura 24. Fita de papel toalha impregnado com dieta para alimentacao de A. obliqua.

Foto: Christiann Davis Tosta



Figura 25. Frutos de manga Tommy Atkins” em placas de Petri com vermiculita, sendo
ovipositados por A. obliqua. A esquerda nota-se frasco com 4gua e algodéo.

Foto: Christiann Davis Tosta

Tabela 4. Composicao de dieta para criacdo de A. obliqua

Ingrediente Quantidade
AcUcar cristal (sacarose) 270 ¢
AcUcar mascavo 150 g
Polivitaminico (Nestlé - Sustagen sabor morango) 10g
Levedura de cerveja 3649
Mel de abelhas 60 mL
Extrato de leveduras 100 g
Gérmen de trigo 509
Nipagin® (Metilparabeno) 1g

Para o preparo da dieta todos os ingredientes acima foram homogeneizados
em liquidificador, com adicdo de pequena por¢cdo de agua, até obtencdo de
consisténcia pastosa. A pasta obtida foi espalhada em papel toalha comum e levada
a estufa a 60 °C por 12 h para secagem. Apds seca a pasta, foram recortadas fitas
com 3 cm de largura por 10 cm de comprimento, que foram armazenadas em
congelador doméstico. Tais fitas foram disponibilizadas como dieta para as moscas

e substituidas semanalmente.
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3. Resultados e discusséao

3.1 Andlises fisicas de epicarpo de frutos de manga

Nos cortes paradérmicos examinados foi possivel verificar a existéncia de
lenticelas em todas as variedades e estagios de maturacdo, porém nas variedades
"Kent” e "Tommy Atkins” maduras, que sdo suscetiveis as moscas, ficaram também
evidentes rachaduras que ocorreram as vezes a partir de lenticelas e as vezes em
locais sem relacdo com aberturas pré-existentes. Papaj et al., (1992) relatam a
oviposicao por C. capitata em orificios pré-existentes e Du Plooy et al., (2006) citam
gue a descoloracéo de lenticelas, que passam a ocorrer com 0 amadurecimento nao
afetam a integridade celular, porém levam ao maior acumulo de compostos fendlicos
no entorno das mesmas e este acumulo tem finalidade de prote¢cédo contra doengas
e pragas. A figura 26 apresenta algumas fotomicroscopias de cortes paradérmicos
de frutos de algumas variedades de manga.

Segundo Araujo e Zucchi (2006), o comprimento do aculeo ovipositor de A.
obligua varia entre 1,30-1,65 mm, com penetracdo no interior dos frutos até
aproximadamente 1 mm (Figura 27). Estes nimeros sdo importantes por permitir
comparagcdo tanto com a espessura das cascas das variedades como pela

profundidade em que se encontram os dutos lactiferos.



Figura 26. Imagens foto-microscépicas de cortes paradérmicos de epicarpo de frutos de
diferentes variedades de manga. Escala de 1 mm apresentada na primeira imagem.
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Fotos: Christiann Davis Tosta
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Figura 27. Caracteristicas de fémea adulta de A. obliqua, onde se é possivel notar o
tamanho do aculeo ovipositor, utilizado para perfuragéo da casca e inser¢do de ovos em
frutos.

i

Figura adaptada de Norrbom et al., (2014).

A figura 28 expde os resultados de cortes transversais obtidos em
microscopio Otico, onde fica evidente a diferenca existente entre a variedade
resistente 'Espada vermelha’, com maior densidade de dutos lactiferos, quando
comparada com as suscetiveis ‘Palmer” e ‘Kent’, onde as areas livres de dutos para
oviposi¢cao sao bem maiores, reforcando a proposta de Joel (1980).



Figura 28. Imagens microscopicas de cortes transversais de epicarpos de frutos maduros de
variedades de manga. Escalas de 1 mm indicadas nas imagens, correspondem a
profundidade possivelmente alcancada pelo aculeo ovipositor de A. obliqua. A epiderme dos
frutos, com coloragcdo avermelhada esta corada com Sudao Ill. A - variedade suscetivel
“Palmer’; B - variedade resistente "Espada vermelha’; C - variedade suscetivel "Kent'.

Fotos: Christiann Davis Tosta

Diferencas na espessura da camada de dutos lactiferos podem tambeém ter
correlacdo indireta com resisténcia quimica, uma vez que o latex dos frutos tem
caracteristicas provavelmente inapropriadas para o contato com ovos e/ou larvas.
Esta hipotese advém do trabalho de Rossetto et al., (2009), em que ovos de moscas
inseridos em frutos resistentes desenvolveram-se normalmente, indicando possivel
correlagdo do fator de resisténcia com alguma caracteristica da casca, seja fisica,
guimica ou a combinagcdo delas. Resultados cientificos demonstraram que para
confirmar local de predagdo, os insetos pousam algumas vezes no potencial
hospedeiro e em cada contato ocorre aumento na percepc¢éo sensorial, advindo da
maior concentracdo quimica em cada prova, sendo que o inseto identifica a planta
como hospedeira ao atingir um limite minimo de concentracdo quimica e
consequente percepcdo sensorial (FINCH e COLLIER, 2000). Esta informacéo é
importante pois se relaciona com resultados de Rice (1989) que confirmou a
existéncia de receptores sensoriais gustatérios, mecanorreceptores e
higrorreceptores nos aculeos ovipositores de tefritideos. Mais tarde Aluja (1994)
identifica que mesmo apos inserir 0 ovipositor em frutos potencialmente hospedeiros,
fémeas de tefritideos podem optar por ovipositar ou ndo. Além das caracteristicas

qguimicas, as fisicas também sdo avaliadas na decisdo para oviposicdo (DIAZ-
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FLEISHER et al., 2000). A resisténcia da variedade "Ataulfo nino” é provavelmente

relacionada a menor presenca de vasos lactiferos (Aluja et al., 2014).

3.2 Micro-extracdo em fase s6lida (SPME) de compostos volateis

3.2.1 Quantidade de amostra, tempo e temperatura de extragao

A figura 29 evidencia os mesmos resultados obtidos com diferentes quantidades de
amostra.

Figura 29. Cromatograma evidenciando resultados semelhantes para quantidades de 50 yL
(linha azul) e 100 pL (linhas rosa e preta) extraidas por 40 minutos e 50 yL mesmo com
tempo de extracdo de apenas 10 minutos (linha vermelha). GC-FID.

‘ o

UAD VERDE. 10 P2 23 20122 38 24 P DATA

Os resultados de area de picos dos cromatogramas acima foram submetidos
a andlise de variancia e comparagdo das médias pelo teste de Tukey (p = 0,05),
onde nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas. Lalel et al.,
(2003) também n&o encontraram diferencas em extrac6es de volateis de polpa de
manga por SPME realizadas durante 30, 60 ou 90 minutos.

3.2.2 Selecéo de fibras

Os resultados obtidos nos testes com diferentes revestimentos de fibras,

estado apresentados na tabela 5.
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Tabela 5. Namero de picos e desvio padréo de 3 repetic6es obtidos com diferentes
revestimentos de fibras de SPME. Amostras de latex da variedade Palmer injetados em
splitless. GC-FID.

Revestimento’ e espessura No de picos e desvio padrdo

DVB/Car/PDMS (50/30 pm) 84+4
PDMS (100 pm) 79+2
Car/PDMS (75 pm) 67 +2
Poliacrilato (100 pm) 46+ 3

Apesar da pequena diferenca entre nimero de picos dos revestimentos
DVB/Car/PDMS (50/30 ym) e somente PDMS (100 pm), os resultados foram um
pouco melhores para o primeiro revestimento, sendo portanto utilizado nos testes de
extracao de volateis. Como se tratam de amostras complexas era esperada melhor
resposta para o revestimento DVB/Car/PDMS (50/30 ym), uma vez que 0 mesmo
oferece maior amplitude de polaridade e volatilidade de compostos extraidos. Da
mesma forma o revestimento Poliacrilato (100 ym) foi o que apresentou menor
eficiéncia, por se tratar de fibra com maior afinidade por compostos mais apolares
(PAWLISZYN, 2009).

3.2.3 Compostos volateis

Volateis de latex e maturacao

Em campo observa-se que moscas geralmente iniciam a oviposicdo em
frutos de manga somente a partir do estagio chamado de maturacéo fisiolégica, ou
pouco antes disso. Esse estagio é popularmente conhecido como fruto “de vez” ou
em inicio de maturagdo, quando apresenta caracteristicas intermediarias entre
verdes e maduras. Por este motivo optou-se por comparar diferentes condi¢coes
fisiol6gicas nas variedades estudadas. Cromatogramas da variedade "Alfa” madura e
verde, da "Ataulfo” verde e intermediaria e da "Azenha” verde, intermediaria e
madura sdo apresentados a seguir para comparacdo dos estagios de maturacdo
(Figuras 30 a 32).

1 DVB = Divinilbenzeno; Car = Carboxen; PDMS = Polidimetilsiloxano



Figura 30. Comparacéo dos cromatogramas de volateis de latex da variedade
"Alfa” madura (linha preta) e verde (linha rosa). TIC/GC-MS
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Figura 31. Comparacéo dos cromatogramas de latex da variedade "Ataulfo” verde (rosa) e
intermediaria (preta). GC-MS
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Foi possivel observar a inexisténcia de diferencas qualitativas, ou seja, 0s
compostos identificados foram os mesmos, porém a intensidade de alguns poucos
picos sofreram variagdo. Os testes foram realizados com minimo de triplicatas, ndo
havendo diferencas significativas entre as areas de picos apos analise de variancia e
comparacdo de médias por Tukey (p=0,05).

Os resultados obtidos com volateis de latex demonstraram ndo haver
diferencas quantitativas significativas entre estdgios maduro e verde, nas mesmas
variedades, porém grandes diferencas quali e quantitativas foram notadas
comparando-se diferentes variedades, enquanto outras apresentaram peffil
semelhante (Figura 33). Os principais compostos encontrados foram &-3-careno,
limoneno, terpinoleno, a-pineno, mirceno, B-cariofileno, a-terpineno, B-felandreno, 3-

pineno, a-humuleno e a-copaeno (Figura 34).



Figura 33. Cromatogramas (TIC/GC-MS) de compostos volateis de latex de frutos maduros de

variedades de manga. Tempo de retencdo em minutos.
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A tabela 6 dispbe a identificagdo de compostos volateis de latex das
variedades "Alfa” madura e verde, "Ataulfo” madura e verde, "Azenha” madura,
"Espada ouro” madura, 'Espada Stahl” madura, "Espada vermelha” verde e madura,
"Kent” madura, Palmer” verde e madura, Tommy Atkins” madura. Foram omitidos
na tabela alguns compostos reconhecidamente contaminantes e presentes na
analise do branco, a exemplo de siloxanos, provavelmente advindos da coluna ou da
fibra de extracéo, piridina e tolueno.

A maioria das repeticdes de andlises neste trabalho foram realizadas em
cromatografo com detector de ionizagdo em chama, porém identificac6es contaram
com andlises em cromatégrafo acoplado a espectrbmetro de massas. Ocorreu
correspondéncia entre os resultados obtidos nos dois equipamentos com a

variedade "Palmer” (Figura 34).

Figura 34. Comparacé&o de cromatogramas oriundos de GC-FID (azul, acima) e GC-MS
(preto, abaixo) para latex da variedade "Palmer’, split 1:25.
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Foram identificados 46 compostos volateis em latex de manga, dos quais 20
sdao monoterpenos, 23 sesquiterpenos, 1 diterpeno e 2 éxidos de terpenos. A soma
das éareas dos 11 principais compostos foi de 96.5% da éarea total, sendo eles 8-3-
careno (40.67%), limoneno (15.67%), terpinoleno (14.54%), a-pineno (10%),
mirceno (6.10%), B-cariofileno (2.89%), a-terpineno (1.46%), B-felandreno
(1.39%), B-pineno (1.39%), a-humuleno (1.28%) e a-copaeno (1.14%). Nao houve
diferenca significativa comparando-se frutos maduros ou verdes. Os compostos
tricicleno, (+)-4-careno, B-cis-ocimeno, &-terpineno, B-elemeno, 7-epi-
sesquitujeno, cadina-3,5-dieno, epi-B-santaleno, sesquisabineno, valenceno,
cis-a-bisaboleno, y-cadineno, 7-epi-a-selineno, B-sesquiphelandreno, éxido de
cariofileno, epdéxido de humuleno Il, m-canforeno foram identificados em
pequenas quantidades (area relativa < 0,2 %) e portanto foram omitidos nas analises
estatisticas (ALUJA et al., 2014). Os principais componentes nas variedades foram
limoneno (74%) para "Alfa’, terpinoleno (69.8%) para "Azenha’, &-3-careno (53%),
a-pineno (19.5%) e terpinoleno (7.3%) em "Ataulfo’, a-humuleno (24%) e mirceno
(13.7%) na "Espada ouro’, &-3-careno (42.9%), mirceno (14.3%) e limoneno
(11.5%) na "Espada Stahl’, a-copaeno (31.9%), &8-3-careno (31.2%) e terpinoleno
(8.4%) na 'Espada vermelha', &-3-careno (51.7%), terpinoleno (14.8%) e B-
cariofileno (12.4%) na ‘Kent’, 8-3-careno (48.7%), terpinoleno (14.4%), mirceno
(11.6%) e limoneno (11.5% ) na Palmer e, finalmente, a-pineno (39%), &-3-
careno (20.2%), terpinoleno (8.9%) e mirceno (8.4%) na "Tommy Atkins’.
Complementarmente realizou-se analise de amostras de latex da variedade "Palmer’
advinda de duas localidades e o resultado foi 0 mesmo para os dois locais.

Andrade et al., (2000) analisaram polpa de 15 variedades de mangas
brasileiras, identifcando 81 compostos volateis. Os autores propuseram
agrupamento com trés classes, em funcdo dos compostos majoritarios, quais sejam:
1) variedades ricas em a-terpinoleno (‘Cheiro’, "Chana’, 'Bacuri’, ‘Cametd’,
"Gojoba’, ‘Carlota’”, "Coquinho” e Comum), 2) variedades ricas em &-3-careno
(Tommy Atkins”, 'Haden” e “Keitt", variedades tipicamente norte-americanas) e 3)
grupo das ricas em mirceno (‘Cavalo’, 'Rosa’, Espada” e "Paulista’). Neste
sentido € possivel ver alguma correlagdo entre volateis de latex e de polpa, uma vez

gue neste trabalho, encontramos os mesmos compostos &-3-careno, a-terpinoleno



e mirceno como o0 1° 3° e 5° compostos respectivamente mais importantes em
quantidade.

A grande quantidade relativa de limoneno encontrado na variedade
resistente "Alfa” chama atencgéo para possivel papel deste composto na resisténcia a
mosca, uma vez que nao sao encontrados teores relativos semelhantes (~70%) nas
variedades suscetiveis. Por outro lado John et al., (1999) encontraram limoneno
como majoritario (quantidade relativa de 61%) no latex da variedade "‘Mallika", que é
suscetivel a mosca. Estas informagdes sdo importantes mas ndo conclusivas, pois o
referido trabalho ndo traz analises quantitativas para os compostos estudados e
também, como ja comentado, o fator de resisténcia ou repeléncia é melhor ligado ao
efeito de blends, do que a compostos isolados.

Os dados da tabela 6 foram também submetidos a analise de componentes
principais (PCA-Principal Component Analysis) com base no coeficiente de Pearson-
n, conforme proposto por Van Dam e Poppy, (2008), incluindo-se ainda, para

comparagdo, dados de fruto maduro da variedade "Palmer” (Figura 35).
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Figura 35. Andlise de componentes principais (Pearson-n) de volateis de latex de manga a
esquerda e loaddings de compostos a direita. S1-Alfa madura; S2-Alfa verde; S3-Ataulfo
madura; S4-Ataulfo verde; S5-Azenha madura; S6-Espada ouro madura; S7-Espada Stahl
madura; S8-Espada vermelha madura; S9-Espada vermelha verde; S10-Kent madura; S11-
Tommy madura; S12-Palmer verde; S13-Palmer madura; Frl é sigla do fruto da

variedade "Palmer” madura.
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N&o ocorreu diferenca de agrupamento com relacdo aos diferentes estagios
de maturagcdo para as mesmas variedades. Interessantemente no caso de frutos da
"Tommy Atkins”, a mais vendida no Brasil e uma das mais importantes no mundo,
Canuto et al., (2009) encontraram algumas diferengcas comparando-se frutos em
diferentes estdgios de maturagdo, onde tanto em frutos totalmente verdes, “de vez”
ou totalmente maduros o composto majoritario foi &-3-careno, porém alguns
compostos como etanol, acetato de etila, butanoato de etila, canfeno, hexanoato
de etila ocorreram somente quando madura, podendo ser considerados como
marcadores quimicos de estagio maduro. A proporcdo de &-3-careno foi maior em
frutos verdes, sendo a quantidade deste composto também indicadora, mas de
estagio verde.

Algumas variedades apresentaram perfil distinto em relacdo aos principais
compostos e estes foram responsaveis por alguma separacdo do grupo principal. A
variedade "Alfa' verde (S2) e madura (S1) foram claramente agrupadas, devido a
maior quantidade de limoneno em ambos (PCA - F1 x F2). A variedade 'Azenha’
devido ao terpinoleno (PCA - F3 x F4), a "'Espada ouro' devido ao B-cariofileno e
humuleno (PCA - F2 x F3), a' Tommy Atkins' devido ao pineno, enquanto o fruto da
'‘Palmer' foi separado com a influéncia de &-3-careno e do octanoato de etila,
composto ja utilizado como atraente para moscas-das-frutas por Cruz-Lopez et al.,
(2006), (PCA - F3 x F4), resultado interessante uma vez que esta variedade é
suscetivel a A. obliqua.

A figura 36 mostra a estrutura dos seis compostos volateis que mais

influenciaram separacao na andlise de componentes principais em latex de manga.



Figura 36. Estruturas dos seis compostos volateis de latex, que mais influenciaram
separacao nos agrupamentos de componentes principais. Interessantemente todos séo

terpenos.
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Foram identificados 154 compostos volateis em polpa das variedades “lrwin’,
"Haden’, "Sprinfield”, “Yulima’, "Tommy Atkins”, "Van Dyke’, "Manila’, "Vallenato” e
"Hilacha”, sendo os quatro mais abundantes também &-3-careno, a-pineno, a-
felandreno e terpinoleno (QUIJANO et al., (2007). Para comparar o perfil de
volateis de latex e de frutas, as areas totais dos picos da variedade 'Palmer' foram
submetidas a analise de variancia, que demonstrou ndo haver diferenca
estatisticamente significativa. No latex da variedade "Palmer” foi possivel detectar
apenas 17 compostos, enquanto o seu fruto apresentou 55, dos quais somente 12
ocorreram em ambos. Apesar de alguns compostos apresentarem maior peso na
separacdo de componentes principais € importante considerar que mesmo
compostos com pequenas quantidades podem ter efeito em percepcdes sensoriais,
como para localizar alimento ou em relagdes ecologicas. Em outras palavras, apesar
do tratamento estatistico oferecer alguma direcdo, os dados ndo devem ser
considerados estritamente com base em diferengas estatisticas, uma vez que seus
efeitos estao ligados a limites de limiar (treshold) muito distintos.

Os resultados apresentados para volateis deixam clara a diferenca no perfil
entre variedades e possivel relacdo destas diferencas com fatores de resisténcia ou
suscetibilidade, no entanto é importante citar que outros fatores provavelmente sao
envolvidos. Aluja et al., (2014) criaram um indice de resisténcia baseado nos fatores

namero de larvas por fruto, tempo de desenvolvimento de larvas, formagéo efetiva



de pupas, peso de pupas, porcentagem de emergéncia de adultos, sobrevivéncia de
adultos, fecundidade e fertilidade. Com base neste indice criaram um ranque de
resisténcia para 15 variedades comparando as espécies A. obliqua e A. ludens. As
variedades "Palmer” e 'Kent” aqui estudadas apresentaram indices proximos, o que
€ interessante pelo resultado semelhante no perfil de volateis, no entanto a
variedade "Tommy Atkins” apresentou indice diferente das duas citadas, apesar do
mesmo perfil de volateis aqui demonstrados para latex. Neste trabalho também
encontraram em ‘Tommy Atkins” o composto a-pineno como o principal nesta
variedade. Malo et al.,, (2012) também propdem que este composto possui

importancia no fator de atragdo de A. obligua por mangas suscetiveis.

Volateis de frutos
Os resultados de volateis de frutos estdo dispostos de diferentes formas com

vistas a facilitar a compreensdo de dados complexos e a discussdao dos mesmos.
Inicialmente serdo exibidos os cromatogramas de cada variedade, figuras 37 a 41,
seguidos da tabela 7, com resultados de areas relativas dos picos de compostos.
Apesar da ndo realizacdo de curvas de calibracdo para analises
guantitativas, optou-se por apresentar graficos com areas de picos dos principais
compostos, figuras 42 e 43, pois tais compostos apresentam similaridade quimica, a
exemplo de ponto de ebulicdo e polaridade, o que levam a respostas proximas na
deteccdo. Este fato permite considerar a comparacdo destas areas com alguma
seguranca (IOFI WORKING GROUP ON METHODS OF ANALYSIS, 2011).

Finalmente a figura 44 apresenta o somatorio de areas por categoria de compostos.
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Figura 37. Cromatogramas de volateis de fruto da variedade suscetivel as moscas-das-
frutas "Kent” madura (em laranja) e verde (em verde) — SPME DVB/Car/PDMS (50/30 um),
extracdo 3h a 25°C splitless, tempo de retencdo em minutos, GC-MS/TIC.
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Figura 38. Cromatogramas de volateis de fruto da variedade suscetivel & moscas-das-
frutas "Palmer” madura (em laranja) e verde (em verde) — SPME DVB/Car/PDMS (50/30
pm), extracdo 3h a 25°C splitless, tempo de retengcdo em minutos, GC-MS/TIC.
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Figura 39. Cromatogramas de volateis de fruto da variedade resistente a moscas-das-
frutas "Alfa” madura (em laranja) e verde (em verde) — SPME DVB/Car/PDMS (50/30 um),

extracdo 3h a 25°C splitless, tempo de retencdo em minutos, GC-MS/TIC.
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Figura 40. Comparacéo dos cromatogramas de volateis de fruto da variedade resistente a
moscas-das-frutas "Espada vermelha” madura (em laranja) e verde (em verde) — SPME
DVB/Car/PDMS (50/30 um), extracdo 3h a 25°C split 1:20, tempo de retengdo em minutos,
GC-MS.
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Figura 41. Comparacgéo de cromatogramas de volateis de frutos maduros das variedades

resistentes "Alfa” e "Espada vermelha” e das suscetiveis "Kent” e "Palmer’. SPME

(DVB/Car/PDMS 50/30um), extracdo 3h a ~25°C, injecao splitless, tempo de retengdo em

minutos, GC-MS/TIC.
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Tabela 7. Identificacdo de compostos volateis em frutos verdes (vd) e maduros (mad) das
variedades suscetiveis a moscas-das-frutas "Palmer” e "Kent” e das resistentes "Alfa” e

"Espada vermelha”. Os nimeros nas colunas indicam area relativa de picos em

porcentagem. Asteriscos indicam confirmacg&o com injecdo de padrbes e tragos significam
compostos ndo detectados. IR — indice de retengdo. Indices de retencao da literatura foram

obtidos nas referéncias do composto na biblioteca Webnist.

o

g B g < g o 3

S 3 5 5 E = Y o= LE o

g g £ = = £ > ®8g B¢

s o = = & & £ € 8% ks
n = ae Composto o o ¥ % < < ws uws
1 922 920 Hexanoato de metila - 0.11 - 0.54 -
2 934 0936 a-Pineno* 0.27 0.37 0.2 6.71 1093 0.23 5.63
3 976 984 B-pinene* - - 0.13 - 096 2.68 - -
4 969 969 Dimetil-trisulfeto 0.54 - 0.11 - - - - -
5 991 991 Mirceno* 3.4 726 292 202 294 638 6.48 -
6 997 997 Butanoato de etila 0.14 - - - - - - -
7 1000 1000 Hexanoato de etila* - - 0.6 - 0.41 - - -
8 1006 1005 0-2 careno 5.75 - 0.52 - - - - -
9 1011 1014 0-3-careno 28.43 1596 2238 7.9 - - 53.94 26.51
10 1018 1027 m-menta-6,8-dieno - - 0.28 - - - - -
11 1021 1025 a-Terpineno 1.09 0.29 0.12 - - - - -
12 1025 1025 0-Cimeno 0.71 - 0.45 - - - - -
13 1030 1028 Limoneno* 237 361 2.1 149 4583 5157 864 7.28
14 1041 1039 -Z-Ocimeno* - - 0.04 - 0.88 11.49 - -
15 1052 1056 B-E-Ocimeno* 0.44 057 0.34 - 059 378 267 57.39
16 1061 1066 y-Terpineno* - 0.15 0.14 - 0.31 - 0.08 -
17 1088 1085 Terpinoleno* 121 365 036 108 0.19 - 7.99 -
18 1089 1089 p-Cimeneno 0.54 - 3.14 - - - - -
19 1099 1099 Heptanoato de etila 0.22 - 0.18 - - - - -
20 1127 1127 Octanoato de metila 0.87 - 0.17 - 4.31 - 0.11 -
21 1132 1132 Z-Oxido de Limoneno 0.25 - 0.05 - 0.07 - 0.28 -
22 1136 1136 Tiglato de butila 0.36 - 0.25 - - - - -
23 1172 1173 2-Octenoato de metila - - 0.17 - 0.14 - - -
24 1175 1174 1-Nonanol 0.11 - 0.12 0.19 - - - -
25 1181 1181 p-Cimen-8-ol 0.66 0.27 0.13 0.13 - - 0.15 -
26 1189 1189 4-Octenoato de etila 1.29 - 0.34 - 0.16 - - -
27 1193 1195 Hexanoato de butila* 0.61 - 0.31 - 0.08 - - -
28 1192 1192 Z-3-Octanoato de etila - - 0.27 - - - - -
29 1200 1199 Octanoato de etila* 35.18 - 8.84 - 282 071 054 -
30 1203 1203 Dodecano 0.23 - 04 - - - - -
31 1262 1261 2-Octenoato de etila 0.21 - 0.76 - 0.02 - - -
32 1265 1267 y-Octalactona 0.31 - 0.24 - 0.11 - - -
33 1290 1290 Acetato de bornila 0.14 - 0.08 0.13 - - - -
34 1295 1295 Octanoato de propila 0.2 - 0.33 - - - - -
35 1300 1300 Tridecano 0.11 - 0.19 0.11 - - - -
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8 3 = 2 = o 3 = ©E ©

g £ £ = = E > Bg Beg

= ° s = & & £ S 25 §57T
i @ Composto a a N 2 < < ws ws >
36 1330 1333 0-Elemeno - - 0.3 0.06 - - - -
37 1348 1348 Iso caprilato de butila 0.06 - 0.67 0.16 - - - -
38 1352 1345 B-Cubebeno 046 081 035 143 0.12 - 0.64 -
39 1369 1373 (-)-1soledeno - 0.11 - 0.32 - - - -
40 1367 1368 Ciclosativeno - - 0.08 0.32 - - 0.02 -
41 1373 1374 a-Copaeno 0.54 13.18 0.25 8.1 1.39 0.37 3.7 -
42 1378 1379 E-4-Decenoato de etila 0.12 - 0.89 - - - - -
43 1381 1381 -Bourboneno 0.36 - 059 174 1.26 - 0.51 -
44 1387 1390 7-epi-sesquitujeno - - 0.66 - - - - -
45 1386 1388 B-Elemeno 0.34 - - 407 0.22 - 0.06 -
46 1395 1392 Decanoato de etila 0.15 - 0.93 - 0.02 - - -
47 1405 1408 B-Gurjuneno - - - - 0.16 - 0.02 -
48 1405 1405 a-Gurjuneno 0.17 21.26 0.83 3346 0.01 - 1.34 -
49 1424 1428 B-Cariofileno* 1.74 389 151 324 499 1.27 1.87 -
50 1432 1441 a - E - bergamoteno - - 0.58 0.18 - - - -
51 1436 1436 Aromadendreno 0.17 032 021 031 0.12 - 0.05 -
52 1444 1444 Cadina-3,5-dieno 0.24 - 0.32 0.68 0.03 - 0.03 -
53 1454 1465 a-Humuleno 061 165 0.27 0.93 - - - -
54 1451 1454 a-Cariofileno - - - - 25 0.64 - -
55 1455 1458 Alloaromadendreno - 224 024 3.99 - - 0.15 -
56 1460 1460 Z-Muurola-4(14),5-dieno 0.34 - - 0.46 - - - -
57 1472 1471 y-Gurjuneno - 143 073 272 - - 0.07 -
58 1474 1474 y-Muuroleno 0.63 - 0.1 1.23 1.1 - 0.91 -
59 1480 1481 Germacreno D 2.04 - 2851 883 9.56 - 4.25 -
60 1488 1488 a-Selineno 0.75 1.89 - - - - 0.16 -
61 1491 1493 y-Amorfeno 0.47 - - - - - - -
62 1491 1500 Viridifloreno - - - 2.39 - - - -
63 1496 1500 B-Selineno 094 15.96 - - - - - -
64 1498 1498 a-Muuroleno 0.15 - 055 046 045 - 0.35 -
65 1506 1480 6-amorfeno - - - 0.17 - - - -
66 1506 1494 Biciclogermacreno - - - 201 134 - 0.21 -
67 1511 1519 a-Z-bisaboleno - - 3.86 0.87 - - - -
68 1512 1512 y-Cadineno 0.52 - 161 094 - - - -
69 1517 1517 5-Cadineno 101 131 168 26 % . o058 -
70 1531 1531 Cadina-1,4-dieno 0.07 185 3.04 021 0.13 - 0.05 -
71 1535 1535 a-Cadineno 0.14 - 0.25 0.27 0.08 - 0.06 -
72 1576 1576 Espatulenol - - 0.1 0.06 0.02 - - -
73 1587 1594 Oxido de cariofileno - - 0.18 0.08 0.04 - - -
74 1688 1688 Eter caprilico - - 0.18 0.05 - - - -
75 1593 1593 Dodecanoato de etila 0.25 - 0.25 - - - - -
76 1613 1624 Epéxido de humuleno i - - 0.36 0.06 - - - -
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77 1793 1793 Tetradecanoato de etila 0.08 - 0.15 - - - - -
781968 1954 Acido hexadecandico . - -....126 008 - - S o
Esteres 39.52 0 1494 0.29 807 0.71 1.19 0
Monoterpenos 4487 32.13 33.34 12.81 58.41 86.83 80.18 96.81
Sesquiterpenos 12 66.18 48 8199 25.11 2.28 15.03 0
Outros 165 0.27 249 062 0.02 0 0.15 0

NUumero de compostos 52 23 67 42 38 10 32

Estruturas dos principais compostos quimicos volateis emitidos por frutos de manga:
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Figura 44. Grafico com somatério de &reas de picos por categoria de compostos nas
variedades resistentes "Alfa” e "Espada vermelha” e das suscetiveis "Kent” e "Palmer’, em
condi¢cbes maduras (mad) e verdes (vd). SPME - DVB/Car/PDMS 50/30um, extracéo 3h a

~25°C, injecdo splitless, GC-MS/TIC, m/z em milhges.
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A primeira observagdo importante com relagdo a diferengas nos estagios de
maturacdo é a ndo ocorréncia de ésteres em frutos verdes, enquanto esta classe de
compostos passa a ser expressiva na fase madura das variedades suscetiveis. Vale
citar que ésteres séo responsaveis pelo cheiro tipico de frutas maduras. Aluja et al.,
(2014) verificaram que o teor de ésteres aumenta com o indice de suscetibilidade as
moscas. Também foi possivel detectar a classe de sesquiterpenos como majoritaria
nas fases verdes das variedades suscetiveis, indicando possivel relagdo de protecao
com a presenca destes compostos, uma vez que geralmente as moscas hao
ovipositam em frutos muito verdes, mesmo nas variedades suscetiveis. Este
resultado esta de acordo com Bender et al., (2000) que comprovaram a quantidade
total de volateis de manga emitidas por frutos maduros ser bem maior do que no
estagio verde e também Sa (2006) e Hennessey e Schnell (2001) que comprovaram
auséncia ou pequena incidéncia de pupas em frutos verdes de manga. O somatdrio
das areas dos 13 principais compostos, dispostos na figura 37, totalizaram
aproximadamente 79% da &rea total dos cromatogramas.

Foram identificados como volateis emitidos por frutos de manga in situ 78
compostos quimicos. Este resultado € interessante uma vez que apesar de Quijano

et al., (2007) encontrarem 145 compostos em 9 variedades, alguns séo artefatos da
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técnica de destilacdo. Utilizando-se extracdo por destilacdo foram identificados 29
compostos na variedade "Nam Dok Mai” (LAOHAPRASIT et al., 2011). O numero de
compostos aqui identificados foi muito maior do que a maioria dos artigos cientificos
com volateis de manga.

No perfil das variedades resistentes a classe de monoterpenos foi
majoritaria, tendo o limoneno como o principal composto na variedade "Alfa” e o &-
3-careno na Espada vermelha’, este, um dos terpenos que participa ha composi¢cao
do cheiro de manga, lembrando que o aroma de manga, ao menos humanamente,
nao pode ser atribuido a um composto isolado (MACLEOD; SNYDER, 1985; SINGH,
2011). Este composto também é identificado isoladamente como cheiro de grama,
floral e folhas de manga (MACLEOD; SNYDER, 1985)

A ocorréncia 8-3-careno como majoritario nas variedades "Tommy Atkins',
"Haden' e “Keitt' foram detectadas por Franco et al.,, (2004), que também
identificaram os compostos a-pineno (o segundo em quantidade), a-fencheno, a-
canfeno, B-pineno, B-mirceno, p-cimeno, B-felandreno, limoneno, a-
terpinoleno, B-cariofileno e a-humuleno nestas variedades. Como &-3-careno
também ocorreu em quantidade nas variedades suscetiveis, supde-se que nao deve
haver relacdo de repeléncia com este composto. Especificamente com relacdo aos
compostos a-pineno e B-pineno, Augustyn et al., (2010) o identificaram como
indicadores de suscetibilidade a mosca das galhas em folhas de manga
(Procontarinia sp.) que apesar de tratar-se de outro género, pertence a mesma
ordem Diptera. No caso dos frutos de manga, o resultado foi o oposto, ou seja, as
variedades resistentes as moscas-das-frutas emitiram maior quantidade de pineno.

O composto a-humuleno foi identificado como participante da caracteristica
do cheiro de manga nas variedades "Tommy Atkins” e "Keitt" por MecLeod e Snyder
(1985), sendo identificado aqui somente nas variedades suscetiveis. Andrade et al.,
(2000) encontraram este composto também em polpa das variedades suscetiveis
"Tommy Atkins’, "Haden’, 'Keitt" e "Rosa’.

Lalel et al., (2003) estudando volateis do aroma em variedade de manga
"Kensington pride' com SPME, detectaram a-terpinoleno como o composto mais
importante até o 7° dia ap6s a colheita e apés essa data, octanoato de etila foi o
composto principal. Nas variedades "Palmer' e “Keitt', &-3-careno foi encontrado

como o0 composto volatil mais importante por Bealieu e Lea (2003). Na polpa de
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"Kent', Pino et al., (2005) também encontraram &-3-careno como O COmMposto
principal, enquanto para as variedades "Delicioso’, "Super Haden', "Ordofiez',
“Filipino' e "La paz', limoneno foi o principal e ja para "Obispo’, ‘Corazon' e "Huevo
de toro' terpinoleno ocorreu como majoritario. Neste trabalho eles identificaram 372
compostos volateis em polpa de manga, mas alguns deles, como contaminantes.
MacLeod e Snyder (1985) identificaram &-3-careno como principal componente nas
variedades suscetiveis "Tommy Atkins” e "Keitt".

O composto Z-ocimeno é o majoritario em polpa da variedade "Alphonso’,
ocorrendo variagdo na quantidade no tempo apos a colheita e também em funcéo de
trés locais geograficos diferentes (KULKARNI et al., 2012). Este composto foi
identificado aqui em maior quantidade nas amostras da "Espada vermelha” verde,
sendo um dos responsaveis pelo odor caracteristico de manga verde (CANUTO.
2009; LIZADA, 1996).

Interessantemente trabalhos demonstraram atracdo de moscas-das-frutas
por [imoneno, a saber, Robacker et al., (1990) identificaram limoneno como atrativo
de A. ludens, Rocca et al., (1992) identificaram atrag&o tanto com A. ludens como A.
fraterculus e Lima et al., (2001) que identificaram também em A. fraterculus. Os dois
altimos trabalhos identificaram limoneno sendo emitido pelo macho nestas
espécies, enquanto Robacker et al., (1990) verificaram a presenca do composto em
volateis de Sargentia greggi. Curiosamente A. ludens é problema sério em citros no
México onde este trabalho foi conduzido, atacando também manga neste pais.
Hernandez-Sanchez et al., (2001) relatam o limoneno como bom atrativo tanto para
machos como fémeas de C. capitata. O limoneno ocorreu em todas as variedades e
estadios de maturacdo aqui abordados, porém sua propor¢éo foi significantemente
maior nas variedades resistentes "Alfa” e "Espada vermelha’, diferindo da pequena
guantidade encontrada nas suscetiveis ‘Palmer” e "Kent'. Este composto, também
majoritario em latex da variedade "Alfa’, sinaliza possivel relacdo da resisténcia,
dada a discrepante quantidade do mesmo e tratar-se de variedade resistente. A
literatura demonstra que este composto ocorre em fruto de variedade suscetivel as
moscas-das-frutas (MALO et al., 2012), mas os resultados aqui obtidos nos leva a
hipétese de que a quantidade de limoneno emitida pode ter maior influéncia do que
a diferenca estritamente qualitativa. Cabe relembrar a frase de Paracelso que diz “a

diferenca entre o remédio e 0 veneno é a dosagem”. Esta questdo foi também
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confirmada por trabalhos elencados por Aukema et al., (2010) demonstrando que
diferentes propor¢cbes dos mesmos compostos ocasionaram  alteracdes
comportamentais diferentes, variando desde o aumento na atracdo, (SHORE;
LINDGREN, 1996; DE GROOT et al., 1998) até a repulsdo e a disrupcdo da
percepcao, conforme Erbilgin e Raffa (2000) e Erbilgin et al., (2003). Faraone et al.,
(2012) testaram diferentes dosagens de Oleo essencial do limé&o siciliano com a
mosca C. capitata e comprovaram atividade repelente. Este resultado sinaliza no
sentido da importancia da configuragdo absoluta ser também importante nas
relacbes ecoldgicas, pois outros citros, como a laranja, a tangerina e 0 pomelo
(grape fruit) sdo suscetiveis a esta mosca, lembrando que R(+)-limoneno ocorre
principalmente em laranjas enquanto o isbmero S(-)-limoneno nos limdes. Vasquez-
Luna (2011) identificaram papel importante do limoneno e do B-mirceno na
resisténcia da variedade de manga "Manila” a A. obligua.

Com relagdo ao composto B-mirceno foi possivel notar maior quantidade
relativa na "Palmer” verde do que madura, quantidade esta, similar a presente na
resistente 'Espada vermelha” quando madura, sinalizando possivel relacdo de
repeléncia. MacLeod e Troconis (1982) identificaram este composto como
responsavel pelo cheiro caracteristico de manga verde. Pandit et al., (2009) também
encontraram este composto na variedade ‘Kent” e neste trabalho enquanto a
variedade “Kent” apresentou concentracdo de 1,28 pug-g* em ‘Dudh peda’ o teor foi
de 852,5 ug-g™. Esta diferenca quantitativa expressiva oferece fonte alternativa deste
composto, no caso de futura aplicagdo do mesmo. Os mesmos autores encontraram
de 84 compostos identificados, a-pineno, B-mirceno e B-cariofileno ocorrendo em
27 variedades de manga, onde os terpenos foram o0s principais responsaveis na
formacédo do perfil de volateis. Viegas Junior (2003) relata a atividade inseticida do
B-mirceno e do limoneno, este Gltimo também extensamente citado por Ibrahim et
al., (2001). Recentemente Aluja et al., (2014) confirmaram que quanto menor o teor
de B-mirceno liberados por frutos de manga menor seu fator de resisténcia,
indicando possivel relacdo com este composto. lbrahim et al., (2001) também
confirmaram atividade inseticida para este composto, enquanto Malo et al., (2012)
detectaram ser o B-mirceno o composto majoritario identificado na variedade

"Amate’, a menos atraida por A. obliqua em detrimento da pequena quantidade
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deste composto encontrado nas variedades suscetiveis "Ataulfo” e "Coche’, onde o
majoritario foi o &-3-careno.

A guantidade de B-E-ocimeno na variedade "Espada vermelha” verde foi
correspondente a cerca de metade da area total do cromatograma, ainda assim esta
area total em condicao verde foi muito pequena, podendo-se dizer que praticamente
ndo ocorreu liberacdo significativa de volateis neste estagio (Figura 40). Malo et al.,
(2012), comparando variedades resistentes e suscetiveis citam que provavelmente
este composto, assim como a-pineno, ndo sao determinantes na atracao de A.
obliqua. Lima et al., (2001) identificaram limoneno e B-trans-ocimeno como
constituintes do feroménio de chamamento de fémeas pelos machos de A.
fraterculus. O composto terpinoleno ocorreu em maior teor relativo nas condigdes
verdes nas variedades suscetiveis ‘Palmer” e "Kent” e na condicdo madura para a
resistente "Espada vermelha’.

O a-copaeno, ocorreu em todas as amostras e condi¢des, exceto "Espada
vermelha” verde, porém o teor relativo foi muito maior nas condi¢cdes verdes das
variedades suscetiveis (‘Palmer” madura 0,54% e verde 13,2% e 'Kent” madura
0,25% e verde 8,1%) e também demonstrando teor relativo significante na resistente
"Espada vermelha” madura 3,7%. Este resultado € interessante devido a possivel
atividade inseticida deste composto conforme Autran et al., (2009), Qin et al., (2010)
e Setzer et al., (2007). Por outro lado Nishida et al., (2000) sugerem que, apesar do
conhecimento do papel do a-copaeno ainda nao ser totalmente conhecido,
pequenas quantidades deste composto, em hospedeiros da mosca-da-fruta Ceratitis
capitata, pode participar no chamamento para encontros de cépula e também
provocar comportamento homossexual, onde fémeas virgens comportam-se como
machos, tentando copular com outras fémeas. O mesmo artigo comprova que este
composto é preferido por machos para escolher locais de coOpula, sendo atraidos
mesmo em longas distancias por folhas tratadas com este composto. Robacker et
al., (1992) provaram que a presenca de a-copaeno em blend de atracdo de A.
ludens aumentou a capacidade de atracdo. Gongalves et al., (2013) detectaram o
copaeno no feroménio de A. obliqua, sendo responsavel pelo chamamento para
copula nesta espécie e potencial uso na disrupgdo sexual.

Ocorreu grande diferengca no teor relativo de a-gurjuneno nas diferentes

condicbes de maturacdo das variedades suscetiveis ‘Palmer” verde 21,26% e
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madura 0,17% e "Kent” madura 0,83% e verde 33,46%, ocorrendo o mesmo perfil
para a area dos picos, figura 38. Este resultado indica possivel relacdo do alto teor
deste compostos com a repeléncia.

O composto germacreno-D foi identificado tanto nas variedades suscetiveis
como nas resistentes, sendo a maior propor¢cao relativa encontrada na variedade
suscetivel 'Kent” madura (28,51%). Apesar da maior proporcdo relativa ser
encontrada nesta variedade suscetivel, ao analisar a area dos picos deste
composto, detectou-se que a maior quantidade foi extraida da variedade resistente
"Alfa” madura, ocorrendo portanto algo semelhante ao identificado com limoneno, ou
seja, a questdo da repeléncia provavelmente esta mais relacionada com fatores
guantitativos do que qualitativos, uma vez que este composto ja foi identificado como
nocivo as moscas-das-frutas (Figura 38), (MURUGESAN et al., 2012; AUTRAN et
al., 2009). Aluja et al., (2014) também identificaram o composto germacreno-D,
juntamente com &-3-Careno como 0s mais abundantes em 15 variedades de
manga, sendo importante citar que apesar da utilizacdo de SPME as extragdes
foram realizadas em laboratério e com frutos colhidos.

O B-selineno ocorreu em proporcdo relativa significante na variedade
"Palmer” verde (15,96%) e menor proporcdo madura (0,94%), sendo outro
importante composto a ser considerado quanto a diferenca na resisténcia em fungéo
da maturagdo. Andrade et al., (2000) também n&o encontraram quantidade deste
composto em polpa de variedades suscetiveis, como "Tommy Atkins”, "Haden’,
"Keitt” e "Rosa’.

Robacker et al., (2011) realizaram estudo sobre atracdo de Anastrepha
ludens por blend advindo de aroma de uva e confirmaram o papel preponderante do
blend de volateis em detrimento do efeito de compostos isolados. Os mesmos
autores sugerem que cadeias de ésteres ramificadas com metilas tém maior efeito
na atracdo em detrimento de cadeias de ésteres lineares, indicando ainda possivel
existéncia de receptores especificos para estas moléculas nas antenas da mosca.
Neste trabalho verificaram que a auséncia de ésteres prejudicou a atragdo, enquanto
a presenca de 3-metil butirato de etila ou de 2-metilbutil propionato
proporcionaram atracdo positiva e similar. Este resultado também corrobora o
proposto por Bruce e Pickett (2011) sobre o papel principal do blend, inclusive

mantendo o efeito de atracdo com a delecao de alguns compostos.
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Ainda com relagdo aos ésteres, Cruz-Lopes (2006) verificaram a atracdo de
A. obligua ao blend correspondente aos volateis emitidos por caja (Spondias
mombin), onde os principais componentes detectados foram ésteres, dos quais dois
principais, o butirato de etila e o hexanoato de etila correspondendo a 80% em
quantidade no blend. Este resultado difere dos aqui encontrados em manga onde 0s
principais ésteres foram octanoato de etila e octanoato de metila. Bartley e
Schwede (1987) encontraram o butanoato de etila (45%) como principal composto
volatil em variedade australiana de manga. A patente US 20080305072 Al registra
22 blends para atragdo de A. obliqua, utilizando diversos ésteres, como butirato de
etila, butirato de isopropila, butirato de isobutila, hexanoato de etila, benzoato
de etila e octanoato de etila, correspondendo a até 40% das formulacdes.

Alguns compostos ndo demonstraram diferencas ou correlagfes perceptiveis
com relagcdo a suscetibilidade ou resisténcia & moscas sendo, portanto, omitidos na
discussdo dos resultados (ALUJA et al., 2014). Fica também registrado neste
documento que duas bases de dados de acesso livre auxiliaram sobremaneira a
busca de informagcdes especificas com relacdo a compostos semioquimicos de
insetos, disponiveis nos sitios eletrénicos www.pherobase.com e www.phero.net.

A extracdo para andlise de volateis dos frutos foi realizada in situ, ou seja,
com os frutos ainda na mangueira. Estes frascos foram transportados ao laboratério,
onde foram realizadas novas extragd0es imediata e sequencialmente. Extragdes
realizadas no mesmo dia ndo apresentaram diferencas nas repeticbes, porém em
algumas ocasides os frutos se soltavam do pedunculo no transporte para o
laboratério, ocorrendo liberacdo de latex no frasco e na superficie dos frutos. Neste
caso, foi possivel detectar diferencas nos resultados. A figura 45 abaixo compara

cromatogramas de frutos com e sem pedunculo.
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Figura 45. Cromatogramas de volateis de frutos da variedade "Alfa” madura com pedinculo

(A) e sem pedinculo (B) SPME - DVB/Car/PDMS 50/30um, extragédo 3h a ~25°C, injecao
splitless, GC-FID.
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A comparagdo acima deixa claro o aumento na quantidade de limoneno,
composto volétil majoritario no latex da variedade ‘Alfa’. Esta informacdo €
importante, uma vez que muitos trabalhos efetuam andlise de volateis em laboratério
apos os frutos serem colhidos. Mesmo trabalhos recentes tem utilizado SPME em
laboratério com frutos colhidos, o que pode ocasionar alteragcdo nos resultados se
comparados ao que os frutos realmente emitem quando ainda estdo nas arvores
Para comparar numericamente, neste trabalho citado registrou-se 14 compostos
utilizando SPME, enquanto nas analises in situ registrou-se aqui 55 compostos para
a mesma variedade "Palmer” (ALUJA et al., 2014).

Finalmente para finalizar a argumentacéo a favor do uso da extracao in situ,
resultados de volateis de fruto adquirido em supermercado foram comparados ao de
da analise no pomar, para a variedade 'Palmer" madura. O niumero de compostos
obtidos de fruto de mercado foi de apenas 16, enquanto nas extracbes em campo
obtiveram-se 55 compostos, evidenciando a grande importancia e maior eficiéncia
na extracao in situ (Figura 46).



Figura 46. Comparacédo de cromatogramas de volateis de fruto da variedade "Palmer” obtida
em mercado (preto, split 1:5) e de extragdo in situ no pomar (vermelho, split 1:20), GC-
MS/TIC.
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Com relagéo a variabilidade e repetibilidade, os dados de area de picos de
trés frutos da variedade ‘Alfa” e também triplicatas do mesmo fruto foram
submetidos a analise de variancia e comparacdo das médias pelo teste de Tukey
(p=0,05). Os resultados demonstraram n&o haver diferenca estatistica significativa
tanto entre frutos distintos como entre repeticdes do mesmo fruto.

Os dados de area total de picos de compostos volateis de frutos foram ainda
submetidos a analise de componentes principais-ACP (ou do inglés, PCA) utilizando
o software XLStat versdo 2013.2.06, com vistas a verificar a existéncia de

agrupamentos baseados nas diferengcas dos compostos volateis, Figura 47.



Figura 47. ACP - Andlise de componentes principais (Pearson-n) baseados em compostos volateis de
frutos das variedades suscetiveis "Palmer” e "Kent™ e das resistentes "Alfa” e "Espada evermelha’,
tanto verdes como maduras. A plotagem dispde as variedades em vermelho e as cargas dos

compostos volateis em azul.
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A andlise de componentes principais de frutos demonstra alguns papéis

interessantes, por exemplo, na primeira combinacédo (F1 x F2), a variedade "Espada

vermelha” foi separada pelo efeito do composto &-3-careno e a variedade "Palmer’

madura aparenta semelhante resultado, porém na combinacdo F2 x F3 fica clara a

separacdo desta variedade devido ao efeito também do octanoato de etila. Tanto

em F1 x F2 como F2 x F3, o limoneno foi responsavel pelo agrupamento da

variedade resistente "Alfa” verde e madura, assim como a "Kent” verde foi separada

pelo efeito de a-gurjuneno. O agrupamento marcado em F2 x F3 é composto por
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todas as condicdes nédo afetadas pelas moscas-das-frutas, ou seja, agrupa tanto as
resistentes como as suscetiveis em fase em que ndo sdo atacadas e 0s compostos
com peso neste agrupamento foram o a-gurjuneno, o limoneno e o 8-3-careno. Ja
em F3 x F4 o papel do octanoato de etila fica evidente no agrupamento das
variedades suscetiveis "‘Palmer” e 'Kent” em condicdo madura, ou seja, na fase em
gue sdo atacadas. Finalmente em F3 x F4 e F4 x F5 fica claro o papel do B-E
ocimeno na separacdo da Espada vermelha” verde.

A variedade resistente "Alfa’, tanto madura como verde, é nitidamente
separada das suscetiveis "Palmer” e "Kent’, ao passo que estas se agrupam mais
pelo estagio de maturagdo do que pela diferenca varietal. Cabe citar que as
variedades 'Palmer” e 'Kent” sdo provavelmente mais parecidas geneticamente
entre si do que com a Alfa’, tendo em vista ancestralidade comum, no caso a
variedade 'Haden” enquanto Alfa é oriunda do cruzamento das variedades "Mallika
x "Van Dyke” (PINTO et al., 2000; SOARES et al., 2010).

3.3 Eletroantenografia

A figura 48, dispde graficamente os resultados eletroantenogréaficos medios
de fémeas de A. obligua com o0 aumento na concentracdo de &-3-careno (0,1, 1 e 10
mg/mL), comparados as respostas apenas de ar e do solvente hexano (grau HPLC)

utilizado nas diluigdes.

Figura 48. Respostas eletroantenograficas médias, em mV, para fémeas de A. obliqua
expostas a ar, hexano e 6-3-careno (0,1, 1 e 10 mg/mL). Letras iguais significam ndo haver
diferenca estatistica significativa (Scott Knott, p=0,05)
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Com o aumento na concentracdo de careno as respostas eletroantenogréficas
foram também incrementadas, de forma que a 0,1 mg/mL nao diferiu
estatisticamente do ar, do hexano e da concentragdo de 1 mg/mL, que por sua vez
diferiu tanto do ar como do solvente, deixando clara a funcionalidade do sistema.

De posse do resultado acima foram avaliados 12 dos compostos majoritarios
encontrados nos frutos das variedades suscetivel "Palmer” e resistente "Alfa’, assim
como o0s respectivos blends formulados a partir dos padrdes comerciais nas
propor¢cdes similares aos dos frutos. A tabela 8 abaixo expressa os resultados
eletroantenograficos médios de fémeas de A. obliqgua. Como um dos principais
compostos emitidos pela variedade resistente "Alfa” pode apresentar configuracdo
absoluta de molécula distinta, ou seja, ocorrer na forma de isémeros, optou-se por
testar um blend com (R) (+) Limoneno e outro com (S) (-) Limoneno, uma vez que a
metodologia SPME empregada nas analises de volateis ndo permitiram obtencdo do
composto em quantidade suficiente para analise de configuracdo absoluta da

molécula.

Tabela 8. Respostas eletroantenograficas médias, em mV, para 10 fémeas de A. obliqua
expostas a ésteres, terpenos e aos blends correspondentes aos volateis emitidos pelas
variedades "Palmer” suscetivel e "Alfa’. Letras iguais na coluna significam néo haver
diferenca estatistica significativa (Scott Knott, p=0,05)

Eletroantenografia

Compostos (mV)

Blend Palmer 18la
Blend Alfa (R)(+) Limoneno 173 a
Blend Alfa (S)(-) Limoneno 151b
Octanoato de etila 150b
B-Cariofileno 1.47b
B-Z-ocimeno + B-E-ocimeno (1:1) 1.47b
Beta Pineno 145D
Hexano 1.43Db
0-3-Careno 132c
(R)(+) Limoneno 1.31c
Terpinoleno 1.30c
a-Pineno 1.28c
Hexanoato de butila 1l24c
(S)(-) Limoneno 1.23c
Hexanoato de Etila l.14c

Ar 1.00c
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Os resultados demonstram diferenca significativa com maior resposta para os
blends, se comparados aos compostos testados isoladamente. Este resultado
corrobora o proposto por Bruce e Pickett (2011), em que a atividade de atracéo de
insetos € melhor explicada pela combinacdo de compostos do que por volateis
iIsolados, demonstrando ac&o de sinergia entre eles. Outro ponto merecedor de nota
€ o resultado do blend correspondente a variedade "Palmer” apresentar o maior
resultado numérico dentre todas as combinacdes e compostos testados. Conforme
citado anteriormente, Cruz-Lopez (2006) testaram a resposta de A. obliqua a blend
correspondente aos volateis de caja (Spondias mombin) e neste trabalho os dois
principais compostos testados, correspondendo a 80% da formulagdo, foram os
ésteres butirato de etila e hexanoato de etila, com claros sinais
eletroantenograficos registrados. Interessantemente neste trabalho é possivel notar
sinal eletroantenografico significativo mesmo para um pequeno pico identificado
como octanoato de etila. A resposta da antena a este composto, mesmo quando
testado isoladamente, inclusive sendo estatisticamente equivalente ao sinal do blend
da "Alfa” com S(-)-limoneno, sinaliza possivel importante papel deste éster na
composicao da relacdo ecoldgica de atragdo. Apesar do artigo ndo especificar a
isomeria da molécula, Bruce et al., (2005) confirmam a resposta antenografica a
limoneno pela mosca C. capitata, assim como para 0S compostos a-pineno e
mirceno.

Jang et al.,, (1989) também estudaram respostas eletrofisiolégicas de
antenas da mosca-das-frutas Ceratitis capitata (EAG-Electroantennogram) a 56
compostos quimicos e o resultado na intensidade das respostas foi E-2-hexenoato
de etila > E-2-hexenoato de metila > E-3-hexenoato de etila > hexanoato de etila,
todos com sinal em aproximadamente 270% quando comparados a resposta do
controle branco hexan-1-ol e aproximadamente 120% do sinal de octanoato de etila
como controle positivo, este Ultimo encontrado como composto majoritario em frutos
maduros da variedade suscetivel “Palmer’, como disposto nos resultados de
voléateis de frutos.

Diversos trabalhos tem demonstrado que o sinal antenografico de ésteres
ramificados € maior do que para os lineares e de mesma forma, proporcionam maior
atracdo de moscas (FEIN et al.,, 1982; AVERRIL et al., 1988; LUGEMWA et al.,
1989; MALO et al., 2005; ROBACKER et al., 2011).
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O préximo teste verificou a resposta diferenciada de machos e fémeas ao

blend correspondente a variedade "Palmer” (Figura 49).

Figura 49. Respostas eletroantenograficas médias, em mV, para fémeas e machos de A.
obliqua expostas ao blend correspondente aos volateis emitidos pela variedade "Palmer”.
Letras iguais significam ndo haver diferenca estatistica significativa (Scott Knott, p=0,05)
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Os resultados do gréfico acima demonstram percepcdo sensorial
diferenciada entre machos e fémeas de A. obligua quando em contato com blend de
compostos volateis majoritarios liberados por frutos da variedade suscetivel
"Palmer’. Este resultado é interessante porque se a atracdo de A. obliqua pelos
volateis tivesse papel exclusivamente para alimentacdo seria esperado provavel
sinal equivalente para machos e fémeas, enquanto a diferenca de resposta sinaliza
melhor a possivel atragdo especifica para oviposicdo nesta variedade, cabendo
ressaltar que as respostas dos machos foram equivalentes estatisticamente ao

controle, enquanto para fémeas houve diferenca significativa.

3.4 Testes de atracdo em tunel de vento

Inicialmente foi realizado monitoramento de volateis em tdanel com a
liberac&o do blend em papel de filtro. Os resultados da variagdo de concentragdo no

tempo estdo dispostos em cromatograma e em grafico que expressa 0 somatorio
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das areas dos compostos monitorados, quais sejam, a-Pineno, Mirceno, 8-3-Careno,

Limoneno, Terpinoleno, Hexanoato de butila, Octanoato de etila e B-Cariofileno,

(Figuras 50 e 51).

Figura 50. Cromatogramas demonstrando variacao de concentracdo em tunel do vento em
funcao do tempo. SPME - DVB/Car/PDMS 50/30um, extragdo a ~25°C, injegao splitless,
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Figura 51. Variagc&o de concentragdo de compostos volateis em tinel do vento em fungdo do
tempo. Colunas sdo somatoérios de areas de picos de a-Pineno, Mirceno, 8-3-Careno,
Limoneno, Terpinoleno, Hexanoato de butila, Octanoato de etila e B-Cariofileno. SPME -

DVB/Car/PDMS 50/30um, extragdo a ~250C, injecao splitless, GC-FID.
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Os resultados demonstraram ocorrer rapida diminuicdo na concentragdo de
compostos no ambiente do tunel, reduzindo cerca de 10 vezes em apenas 10
minutos. Como o tempo do experimento emprega cerca de 1h , houve necessidade
de adaptacgdo na forma de liberacdo do blend , conforme ja disposto na metodologia.
A forma de liberagdo adaptada com uso de frascos de vidro melhorou
significantemente a concentracdo dos compostos ao longo de todo o experimento
(Figuras 52 e 53).

Figura 52. Cromatogramas demonstrando a ndo variacdo de concentracdo em tinel de
vento em fungéo do tempo, mesmo apods cerca de uma hora na duragéo do experimento.
SPME - DVB/Car/PDMS 50/30um, extragdo a ~25°C, injecao splitless, GC-FID.
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Figura 53. Variac&o de concentragdo de compostos volateis em tinel de vento em fungdo do
tempo. Colunas sdo somatorios de areas de picos de a-Pineno, Mirceno, &-3-Careno,
Limoneno, Terpinoleno, Hexanoato de butila, Octanoato de etila e B-Cariofileno. SPME -
DVB/Car/PDMS 50/30um, extragdo a ~25°C, injecéo splitless, GC-FID.
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Executados os ajustes se efetuaram testes de atracdo em tunel de vento
com os blends sintéticos formulados a partir da propor¢cdo aproximada emitida pelos
frutos da variedade suscetivel "Palmer” e da resistente "Alfa’, relembrando que no
caso desta Ultima dois blends foram formulados, um deles com R(+)Limoneno e o
outros com S(-)Limoneno. A tabela 9 conta com os resultados de variabilidade no
tempo de retencado e area de picos dos compostos do blend da variedade "Palmer’
analisados em quintuplicata, onde o pequeno desvio padrédo traz confiabilidade no
monitoramento e analises no tunel de vento. Monitoramento com SPME em tanel de
vento dos blends da variedade "Palmer” e "Alfa” assim como do fruto da primeira
variedade, evidenciam correspondéncia no perfil dos cromatogramas (Figuras 54, 55
e 56).

A tabela 10 contém os resultados de ativacdo, ou seja, quando as moscas
deixam as gaiolas, e de atragdo, quando as mesmas chegam ao alvo, onde os
volateis sao liberados. A figura 57 expde graficamente apenas os resultados de

fémeas efetivamente atraidas.

Tabela 9. Médias e desvio padrées de monitoramento de 5 repeticbes em tunel de vento dos
tempos de retencao e &reas de compostos do blend da variedade "Palmer”. SPME -
DVB/Car/PDMS 50/30um, extracdo 5 min ~25°C, injecao splitless, GC-FID.

Tempo de retencdo Areas de picos

Composto (min) (%)

a-Pineno 11.65+0.01 1.38+0.22
Mirceno 15.05+0.03 1.31+0.24
Hexanoato de etila 15.63 + 0.06 550+1.28
0-3-Careno 16.03 +0.01 34.93+251
R(+)Limoneno 17.20+0.01 28.53+1.63
Terpinoleno 21.09 £ 0.07 0.37£0.22
Hexanoato de butila 28.06 + 0.05 12.64 + 1.06
Octanoato de etila 28.56 + 0.08 15.17 +1.88
B-Cariofileno 35.86 £ 0.04 0.24 +0.11
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Figura 54. Cromatograma obtido de extracdo em tunel de vento com liberacao do blend

sintético da variedade suscetivel ‘Palmer”. SPME - DVB/Car/PDMS 50/30um, extracéo
por 5 min a ~25°C, injecéo splitless, GC-FID.
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Figura 55. Cromatograma obtido de extracao in situ de fruto da variedade suscetivel
‘Palmer’. SPME - DVB/Car/PDMS 50/30um, extragdo por 3 h a ~25°C, injecao splitless,
GC-FID.
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Nos dois cromatogramas acima, apesar da grande diferenca de intensidade,
devida ao tempo de extracdo e o sistema fechado no caso in situ do fruto, é possivel
perceber semelhanca de perfil, por exemplo, 8-3-Careno e octanoato de etila como
majoritarios. Importante lembrar que os blends foram formulados conforme os

resultados médios das repeticdes.
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Figura 56. Cromatograma obtido de extracado em tunel de vento com liberacao do blend
sintético da variedade resistente "Alfa” com S(-)Limoneno. SPME - DVB/Car/PDMS

50/30um, extragdo por 5 min a ~25°C, injecéo splitless, GC-FID.
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Tabela 10. Namero de moscas ativadas e atraidas pelos blends sintéticos formulados a
partir da proporgéo aproximada emitida pelos frutos da variedade suscetivel "Palmer” e da
resistente "Alfa” (com (R) (+) Limoneno). Letras iguais nas linhas significam néo haver
diferenca estatistica significativa pelo teste qui-quadrado com n=25 para cada sexo.

Controle  Palmer fruto  Alfa blend  Palmer blend

Ativadas
Atraidas

Ativados

10 a 16 a 13 a 18 a
0a 7b la 5b

A Atvados 8a = 22¢ 17ab 13ab
0a 6b 4 a la

Atraidos




Figura 57. Comparacéo de atracdo de fémeas de A. obligua pelos blends sintéticos
formulados a partir da proporgéo aproximada emitida pelos frutos da variedade suscetivel
“Palmer” e da resistente "Alfa” com (R) (+) Limoneno. Letras iguais nas barras significam
ndo haver diferenca estatistica significativa pelo teste qui-quadrado com n=25.

n.fémeas atraidas

| 1
1 .
2a -

controle Palmer fruto Palmerblend Alfa blend

A tabela 11 abaixo contém os resultados de ativagdo e atragcdo com o blend
da "Alfa” com (S)(-)Limoneno.

Tabela 11. Namero de moscas ativadas e/ou atraidas pelos blends sintéticos formulados a
partir da proporgdo emitida pelos frutos da variedade resistente “Alfa” com (S)(-)Limoneno.
Letras iguais nas linhas significam ndo haver diferencga estatistica significativa pelo teste qui-
quadrado com n=25 para cada sexo.

Controle Alfa blend

Ativadas 16 a 15a
#  Avaidas 3a 3a

N d _____ Ativados 16a 17a
= Atraidos Oa 2a

Até aqui foi possivel descrever uma série de resultados importantes, tais
como identificacdo de compostos volateis em latex e frutos de diferentes variedades
de manga e a confirmacéo de identificacdo sensorial de alguns destes compostos
pela mosca A. obliqua, mas os resultados de atracdo acima sdo muito importantes
neste trabalho, pois permitem algumas conclusoes.

Primeiro ficou comprovada a atracdo de A. obliqua pelo blend sintético
correspondente a variedade suscetivel "Palmer’, inclusive sendo estatisticamente

igual a atracdo do fruto propriamente dito. O contrario foi verificado com a variedade
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resistente "Alfa’, tanto com (R)(+)Limoneno como com seu isdbmero (S)(-)Limoneno,
resultados estatisticamente iguais ao controle. Estes resultados corroboram a
possivel e provavel relacdo ecologica de atracdo de A. obliqua pelos volateis da
variedade suscetivel, assim como a ndo atracao no caso da resistente.

Toledo et al., (2009) avaliaram o uso de um blend baseado na proporgao de
volateis de caja também com nove compostos e utilizando armadilhas em pomar de
manga e verificaram a menor captura de insetos ndo-alvo se comparadas a
armadilhas que utilizaram proteina hidrolisada como isca, corroborando maior
interacdo ecoldgica especifica entre inseto e hospedeiro com o uso de volateis

especificos.

4 Consideracdes finais: aplicagdes

Os resultados obtidos neste trabalho fornecem subsidio para fomento a
inovacgoes relacionadas ao manejo e controle de moscas-das-frutas em manga.

Dentre diversas possibilidades, algumas podem ser elencadas, por exemplo,
0s compostos relacionados a resisténcia podem ser utilizados em variedades
suscetiveis conferindo resisténcia artificial. Um possivel uso seria a aplicacdo de
calda com cera contendo o(s) terpeno(s). Obviamente, estudos de otimizagdo e
cuidados com fitotoxicidade devem ser empreendidos (IBRAHIM et al., 2001). Outro
exemplo de ajuste e teste aplicavel € o uso de microcapsulas para liberagdo gradual
e protecao das plantas/frutos. A origem de terpenos pode ser obtida de fonte natural,
pois como se verificou, o proprio latex de mangueiras é fonte abundante e também o
composto limoneno, relacionado a resisténcia, é abundante no Brasil e
especialmente no estado de S&o Paulo, devido a presenca de grandes industrias de
sucos citricos, que inclusive comercializam limoneno em grandes volumes.

Outra aplicacdo possivel é a utilizagdo de intervencfes genéticas. Estudo
protedmico com manga, isolou 334 espécies de proteinas na casca de frutos e 2.855
na polpa (FASOLI e RIGHETTI, 2013). Interessantemente os autores identificaram a
maioria de proteinas novas na casca, provavelmente devido a escassez de trabalhos
especificos. Neste trabalho puderam identificar diversas proteinas advindas de Unico
gene e, apesar de nenhuma ser exclusiva para M. indica, a maioria das identificadas
na casca foram relacionadas, de alguma forma, a sistemas de defesa da planta,

como as atividades da transferase e seu transporte. Na polpa as proteinas
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identificadas se relacionam especialmente as atividades do nucleo e cloroplastos,
como os conectados a fun¢des metabdlicas como glicélise, processos metabdlicos
enolvendo carboidratos e respostas ao estresse oxidativo. Citam ainda a dificuldade
encontrada devido a ndo existéncia do sequenciamento gendmico de manga. O
potencial de aplicacdo da inovacdo aqui apresentado obviamente depende de
avancos de estudos complementares, especialmente da genémica funcional com o
apoio evidente da protedmica. A figura 58 apresenta exemplo de diversas enzimas
gue atuam na formacdo de terpenos, incluindo ambos isbmeros de limoneno,
mirceno e canfeno, aqui tratados. Estas informacdes podem ser utilizadas na busca

dos respectivos genes correspondentes a estas enzimas de interesse.

Figura 58. Atuacao de diversas enzimas na sintese de alguns monoterpenos, incluindo a-
pineno, B-pineno, isbmeros de limoneno e mirceno, emitidos pelos frutos de manga.
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Pesquisas tem avancado no potencial de aplicacao de volateis, como Pandit
et al.,, (2010) que identificaram diversos genes, incluindo seus respectivos
seqguenciamentos, relacionados as enzimas do processo de amadurecimento em
frutos de manga, sendo algumas delas importantes na emissdo de volateis, tais
como, sesquiterpeno sintase, isopentenil pirofosfato isomerase, geranil pirofosfato
sintase, monoterpeno sintase, geranilgeranil pirofosfato sintase, farnesil pirofosfato

sintase e sesquiterpeno sintase.
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5. Conclusdes

As variedades "Palmer” e "Kent’, suscetiveis a Anastrepha obliqua possuem
menor guantidade de dutos lactiferos na casca dos frutos, ocorrendo o contrario na
resistente "Espada vermelha’, que possui maior quantidade e 0s mesmos
localizados mais préximos da superficie da casca;

A utilizacdo SPME é (util para andlises de compostos volateis em frutos de
manga, inclusive oferecendo maior nimero de compostos extraidos quando
comparada a outras formas de extragdo disponiveis na literatura;

A andlise in situ é primordial para representar fielmente o perfil de
compostos volateis efetivamente liberados por frutos no campo, perfil este que se
diferencia quando frutos sao colhidos ou obtidos em mercados;

Existe diferenca no perfil de volateis de variedades resistentes e suscetiveis
a mosca-de-fruta Anastrepha obliqua, onde as suscetiveis "Palmer” e 'Kent’
apresentam ésteres (octanoato de etila e octanoato de metila) como majoritarios
enguanto as resistentes 'Espada vermelha” e "Alfa” apresentam respectivamente os
monoterpenos &-3-careno e limoneno como majoritarios;

Testes de eletroantenografia e de atragdo em tunel de vento demonstraram
gue Anastrepha obliqua é atraida por compostos volateis da variedade suscetivel
"Palmer’, resultado ndo encontrado para os volateis da resistente "Alfa’;

Os compostos que aparentam participar fortemente no blend de atragdo séo
0s ésteres octanoato de etila e octanoato de metila, enquanto o limoneno aparenta
participar na repeléncia. Outros compostos encontrados em maior quantidade na
condi¢cdo de resisténcia foram a-pineno, mirceno e humuleno, enquanto na condigédo
de suscetibilidade também o aloaromadendreno .

Os compostos a-copaeno, a-gurjuneno e B-selineno aparentam papel na
repeléncia nos frutos ainda verdes, inclusive possivelmente funcionando como
marcadores deste estidgio de maturagdo, uma vez que seus teores caem com a

matura(;éo enguanto os ésteres tem seus teores aumentados.
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Anexos

Figura 59. Comparacéo entre o branco (1) e os frutos maduros das variedades Palmer (2) e
Kent (3) — SPME DVB/Car/PDMS (50/30 um), extragdo 3h a 25°C split 1:20, GC-MS.
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Figura 60. Comparacéao entre cromatogramas de repeticdes do mesmo fruto, de frutos
diferentes e de variedades diferentees. SPME DVB/Car/PDMS (50/30 ym), extracao 3h a
25°C splitless, GC-FID. Siglas: md = madura, vd = verde, f = nimero de identificagédo do
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Tabela 12. Areas de picos de compostos volateis de frutos (m/z - GC-MS/TIC). Asteriscos
indicam confirmacdo com injecdo de padrbes e tracos significam compostos ndo detectados.

Palmer Palmer Kent Kent Alfa Alfa Espada Espada

Composto mad vd mad vd mad vd vermmad vermwd
Hexanoato de metila - - - - 1876446 - - -

a-Pineno* 1342475 1873760 - - 100581711 10426383 4054841 1297718
B-pinene* - - - - 14456338 2555667 1706532 -

dimetil- Trisulfeto 2701894 - - - - - - -
Mirceno* 16973390 36774956 1251572 9309096 42005301 6082714 37218717 -
Butanoato de etila 691124 - - - - - - -

Hexanoato de etila* - - 13674943 - 6738632 - - -
delta 2 carene 28720367 - - - - - - -
5-3-careno 141960988 80817214 15510229 36453868 - - 291901922 6108581
m-menta-6,8-dieno - - - - - - 39896126 -
a-Terpineno 5435797 1465667 - - - - 8323000 -
o-Cimeno 3532061 - - - - - - -
l-Limoneno* 11855446 18283103 - 6853440 633911080 49204952 46769226 1677135
B-cis-Ocimeno* - - - - 12110340 10963824 1110177 -
B-trans-Ocimeno* 2209404 2910726 - - 9720669 3608945 - 13225021
y-Terpineno* - 774108 - - 4137396 - - -
Terpinoleno* 6056504 18491426 - 4983785 2576158 - 777778 -
p-Cimeneno 2688655 - - - - - - -

Heptanoato de etila 1108664 - - - - - - -

Octanoato de metila 4322615 - 25654478 - 64341275 - - -
cis-Oxido de
Limoneno 1244909 - - - 1266053 - 1151228 -
Tiglato de butila 1778349 - - - - - - -
2-Octenoato de metila - - - - 2085746 - 1348129 -
1-Nonanol 555312 - - 889251 - - - -
p-Cimen-8-ol 3305246 1348199 - 608655 - - - -
4-Octenoato de etila 6445205 - - - - - - -
Hexanoato de butila* 3027096 - 6597566 - 922850 - - -
cis-3-Octanoato de
etila - - 917397 - - - - -
Octanoato de etila* 175535999 - 89924378 - 46195126 673676 - -
Dodecano 1169102 - - - - - - -
2-Octenoato de etila 1045320 - 1643273 - 399677 - - -
y-Octalactona 1566873 - - - 1417606 - - -
Acetato de bornila 712962 - - 587134 - - - -
Octanoato de propila 996307 - 643308 - - - - -
Tridecano 539010 - 291008 512352 - - - -
o-Elemene - - 1307681 287281 - - - -
Iso caprilato de butila 279662 - - 730764 - - - -
B-Cubebeno 2278676 - 3310001 6611183 - - - -
(-)-1soledeno - - - 1477579 - - - -
Ciclosativeno - - - 1472108 - - - -

a-Copaeno 2704902 66722392 13576289 37373642 21729451 357036 430608 -
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Palmer Palmer Kent Kent Alfa Alfa Espada Espada
Composto mad vd mad vd mad vd vermmad vermwd
trans-4-Decenoato de
etila 614280 - 3109513 - - - - -
-Bourboneno 1819322 - 4144456 8041659 849845 - 9506785 -
7-epi-sesquitujeno - - 3698954 - - - - -
B-Elemeno 1675749 - 1053289 18750966 387547 - 2844592 -
Decanoato de etila 751997 - 627823 - 277271 - 387081 -
B-Gurjuneno - 549290 - - 1586802 - 4917919 -
a-Gurjuneno 863689 107601147 50877433 154136189 111813 - 186570 -
B-Cariofileno* 8664077 19698893 22857021 14928903 75892261 1211121 - -
Alfa E bergamoteno - - - 847760 - - - -
Aromadendreno 856495 1637954 1243945 1419248 2068673 - 1129638 -
Cadina-3,5-dieno 1191275 - 1165145 3154263 275522 - 548272 -
a-Humuleno 3054754 8365819 9431714 4294932 - - - -
a-Cariofileno - - - - 39579255 611937 1186362 -
Alloaromadendreno - 11343539 5529278 18402491 - - - -
Z-Muurola-4(14),5-
dieno 1682160 - 2053540 2144194 - - - -
y-Gurjuneno - 7221527 2642577 12540206 - - - -
y-Muuroleno 3168718 - 4767968 5685671 15878828 - 1551009 -
Germacreno D 10183689 - 32396731 40729174 117097494 - 1317399 -
a-Selineno 3733329 9559269 - - - - - -
y-Amorfeno 2328180 - - - - - - -
Viridifloreno - - 7464633 11009673 - - - -
B-Selineno 4682050 80800996 1294508 - - - - -
a-Muuroleno 758465 - 1648493 2114239 6444855 - 328041 -
&-amorfeno - 1413608 - 784501 - - - -
Biciclogermacreno - - 5945639 9285144 527400 - 25025802 -
Z Alfa bisaboleno - - - 4032356 - -
y-Cadineno 2602033 - 3823436 4324993 - - - -
5-Cadineno 5066741 6637073 7469036 11998264 22936645 - - -
Cadine-1,4-diene 370922 9370203 659362 986997 1966563 - - -
a-Cadineno 713536 - - 1257283 650402 - - -
Espatulenol - - 377198 291508 270734 - - -
Oxido de cariofileno - - - 382951 628326 - - -
Eter caprilico - - - 240037 - - - -
Dodecanoato de etila 1262811 - 984258 - - - - -
Epoxido de humuleno
1l - - - 280634 - - - -
Tetradecanoato de
etila 421271 - 640054 - - - - -
Acido hexadecandico - - 313062 389329 - - - -
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Tabela 13. Estruturas dos compostos volateis idenficados em frutos de manga e
comparagdao dos respectivos espectros de massas com as bibliotecas utilizadas. Espectros
superiores sdo das amostras e os inferiores das bibliotecas. Coluna da direita indica a

similaridade, em porcentagem.

Sim.

Composto
u Espectros de massas %
Hexanoato
de metila A L
- — e b

o
e /\\\/J\\ o

L T B L - I . . . T IR L L LR T T TR
| g i st 4 g 1) TSP T 10 LTI i e 11 bt . 1 s H] bt e85 bt s e 7 W T T 1L 11108 1

.

92

TR T T TR T TR T T R T TR
a-Pineno*
HiEs
-
e s v
! 1 94
"
! Iw
PRI S RN S NP - S 11 IS P s S A
- = - S B AW
_"‘::{-r
: [ y
B-pinene*
L1
-
- e o o o
1 ¥
{ 97
o
| -
11 B i it 1)
e -~ st
waf > .
1 | - L .
q T e 8 il i 1
i G L e [
] o e R S et £
L - B e BT n
| B fe— i
T - B iy ST —
dimetil- Trisulfeto 1)
e s S o A T
S S i Tl 93
// &“SK \\ “! [ |

e CO

O I Wi wa o " Co CO Ch =T 1] T e T =1
B Vit ety L0 s U ST T Tl | ] ] s s 1 i i 0 o T 19 o et 1
o o v i
w
| L e
ut | |
u | = -
&




115

Composto S(!m'
Espectros de massas %
Mirceno* i i L s Lo

HES

o T 1A TR

98
-
= -
R " " - A - T T T J " ]
B b
iyt BT TR TTL e DoT T TITDEE YRR BON S IDE CTEN T )
Butanoato de etila
T Ea
e
Q e r [
90
[ : | -
|
ﬂ/\\. i bl % & = o T " P
e rn oy W rn e W H rn O [T N TR
IR By e e ] M i i e st ] s e [ = W B maam 1 B
eSS = =
i T . -
" 3 { ¥ - u - "
= e = o = N en e rn rr = rn - R
Hexanoato de etila* o1
T
o AL = = By
JL | 98
/A'\v./“\_\w'/ - o'!A\\ [ o - = | ’
[ " | B 1 B it -I T
T T T T [ T T [ TR ] C TR L) TR T T T T T
184 kb e 504 P, AP g s 1 P P sl . il i s e s Vot i . il
. [sp—
= '|I —
= i - -
> | bl "
1 1a il wii | ,_ » T " ME)
- T T T e e T - T T T T R T T T TR T T T )
T - -
fi= i e B s 1 M
&-3-careno I
| =
H 4 ]
B T
: T — — — — — — —= — - - - ~ P Oy
95
[ 1
: % [ L AL 2. T |ie | = 5 W ¥
H i wa i rr N wa T Ha i wi wn e CTE T . T T T T T
H T
H LN s b
il s ¥
o 1 |
J Ty e g R 1 s
(T T T T T R T T TR TR TR T
m-menta-6,8-dieno
’ L3 ]
-
- . Sort w0 5828
L 3
N 93
2R - | | L5 -
! . - 1 | & ‘
il l Xl ] | ] - w |
] ] - E] - - - 14 E] . ] T £l Ty ] ] an 1
A B [rr—
am
i | ¥
= - |
" vl .
" 1
i 1 [ & | | | ! | -n | ]
- - - - - - i rhi i i - - E™) ) e =) - |h‘




116

Composto

Espectros de massas

Sim.
%

a-Terpineno

-0

HEa

T L

£ W o B

= -

- 7

R T [ R

CI 1] -

-

TR

T T ] e
s Tiimats | 8Lttt | it 8 . 1811 R 808 T 1 8 T S 1 0t 1] el 1L R - N . it o 1 il | e b ] s F st 1

1] Y 1] I}

91

[F " o P A T
Chl CI C o T 1] 1 Wi [CT] 1] 1] LT
q
o-Cimeno
Ll 1]
Tagm
T e P o b
r 90
w = |
L 1 | w4
& s U o 8 s -
Ci Hi mr - 1 ] e F*-1 T Fat C T -7 ma i =] amn -1 A WLy
T g ) spii—
ﬂ . ™
= £ B = T 1 LT .13 .13
Limoneno* e
f =@
—
ik St i
— 97
'] ¥ ™ |
¥ u H Llw il = v 1 P
CT] Wi -y wr Ha L -y wa Wi L whe - [ET] [ET] ET =11 1] ET]
——
L] -L'."'
w lllle o L = i '’
L1 i CH whi ET] i [ET] = =T T = T]
B-cis-Ocimeno*
0 Sy
T,
{ St S
0 1 94
= -
A | ik )19 i e ; % G- o .
1] Wi CT] 1] T3 T = T] ] T 7] T

o TR ol I T
L L L L e R S T P

il

e M| bt bt
[y

T

- | T O 2
X L= L T
N T} i [N - wa [ET] A = ma = 1] i
-trans-Ocimeno*
B i HEY
-
M/ L T il 95
i 1 w 't
|._. 1% I, [l g ||- ) i} 0 .
" " T Ll -y .y LD - -y wh g I 1] ELT]

COE Wi WE M
U VR L e L Pt 3 L e DS

b i
v T b £

i e e . s St e e s B s L iy 8 i 13 S T 11 e =S
o
N — w T IR
" I ¥ P | | n || L. L
O O O O L . O O . T T T




117

im.
Composto SO
Espectros de massas %
y-Terpineno*
- HEs
-
i i S
93
H '!' T - - | T | " b o il
e I A R R R I R R R R e T TR T T T R T T
1P LT R R R
; e s
|i|'|. L & - —---.l |= - =¥ .1- i
Wi =i Ci O £ C1 LT 1] C1] £ Ch i T C.1 T3 1T =77 1] L]
Terpinoleno*
: =HE
-
e -
96
. "l
" |
¥—a - o] v AT |
CI CI - CQ - 1] =T 1] ET T X 0T
s i
= A
ML B LB 1 ol |
C1 £ i i =1 .1 T 1] T 1
p-Cimeneno
; SEs
-
. e
1 95
LEs L 1
- i _'nl e ”.l sl 5 = ||. .
C O T R I e ISR e (I TS NS - T TR T TR
BOIE ] R | — 5  pmabt.
C L rmpmp e
I - - T E A N I - - e TR TR e TR T

Heptanoato de etila

o il o i £ 50 I S
s

i i e wu A Hi LD i e - i CT L i iy = e

T
o — . . L - o S i
RN W 90
[eS - - i J
a = KR T gl w | 11 . | - - . - T uld
r1) ] 1] 1) rn 1 e h 1) [ C1 r7) TR T T s TR T] "
W e e o -
1oL smp e
- | Y =
P - & .
11 % il | 3 " & 1 sl
B T ™ T M N I i T M M N "EN T T TR TR R T
L prd i v 5L by wem i
it il e i
I Doess po sy as CAL ey s
X b ot s - . e |
Octanoato de metila O]
T
. LT ] e bnm tu b om
O M T 98
T o 5
o T - -
_ I g w 3 e =k : 7 il
1) 1) - =0 1y 1) ro 1 rr) N 1) 1) T p—T -y ET) .
e
v
| III C i i . -




118

Composto

Espectros de massas

Sim.
%

cis-Oxido de Limoneno

L ]

Lo
e L - — SEHSS AL
T ] 91
. i 4 5 T 1.1 n [ = - |
r i T T} T Wi WE T T Wi T} i = T] 7] T 7] =) = T T T
e
] L1 |i= b L " :
LI En -0 wi 1 i ik A =1 i BT T
Tiglato de butila
. T L1 ]
ol - a = = - - - L b LR L
J i T , 92
\\\//.-\__\/c' T/ - A 1
AT Tk TR AT TR R R TR T
P
™
|
i = - e 2 Lo i
i wi s C IR TR T T T TR TR T ] - LTI T
2-Octenoato de metila s HEa
PO T T T T L E 5 L L N 4L
- 1]/ \w e St 95
5
¢ (L. i 1 | -
Ch e Co T e TR T oy =T T LY BT
-
¥ il [
R R R e g TR Thae T
EHKy
1-Nonanol o
//\_\ //\_\__\_ _//‘\\ /."\\ /,0‘1 93
= = = = e = B
A £ = =0 s 0 =a
p-Cimen-8-ol
HER
— —_— — - e g
o 96
" g . i = - o) "
E = CO T T T e Co e El T T T T T T TR T TR T T
poes
£
" S ¥ £ b -
L wle =i s "y ED wi CO CT) Cl T TR TR T TR T TR TR TR T T




119

Sim.

Composto Espectros de massas %

4-Octenoato de etila

sile

i
v - _ L N LT
J\/‘-M,; | [ %
| a @ =
H h = | | | ? ul - .

aladiy wpl | glil ey i . o
L] - - = - ) o - ] £ - 3 T

[ T ey P ——
- . 1 0

Fi.

1 4 m

0] = = = )
Hexanoato de butila* P Ema
. - mmem |
. e S T
T g
n w
a ol | i Ak I 15
mla a "y a - i T il 1] W [T T] * 11 - =T
S Sl
1 B0 T
= ol ] L 3 'l
e e T
P ——
; : A e
cis-3-Octanoato de etila o - TN
F i ot e £ I3
7 [ b e i (5 00 i
J’ O]
g
p = e b
- 90
b Q.. e i ] 4 - 1 = 1 T T T,
Th T A e S [ R L I T e T T T
Il e TR B e b o
b} -| — e o
40 i
¥ i+
; | o) . ¥ - il g 1i = =
Eh Eh Hi wa i s ER e e i 1 Ch .1 E T .7 T = E-T]

Compem g g v L1 g
e S U] md S
o it g st 55 e
rap e [ P
b m

e s ey B ——

Octanoato de etila* sEa

-
a T v S 1 %
N N e N ‘“C"A\\‘ ¥ b v
N d 1 .
£ T (] ® Y £ g ™
- = —_ - = ]

. Th . ) 1 5 - ™ i |1I
. =
Dodecano S i § mE S
{ 1 97
o .
=] g " I = & m . !
- rl Y r r r F - - ] 1 ] ] i
PRSP T
ﬂ ..:II‘.UI,. — o = == — — _ _ = — — - 1.4,
ol ,
= n gl | P | = : E -




120

Sim.

Composto Espectros de massas A

e g o ] g
b et e M

2-Octenoato de etila i =Ea

e
- o o - N - = L H_ L
e B o Sy ¥ 95
[ ol . ,
o - e
| L L AL, 1 " | -
= o = Ei m e C.o C1) - = W md Tl R T T TR T T

TR TR TR TR TR ThE TR 71

L1 ur el e ma El = ) - =i -

e LA B
— T A L
pailmie (ARt T e B

y-Octalactona ’ == S

o
o a [ - = - - - = = Son 97
-
: i 3 - . "
ul D i =N ky A = ED = e i =
U i " T TV e i
e e
s
[ L " - - - - — — —
Co LD e W Co G CL ED o) T =r £

Acetato de bornila

e
I -
l v 93
‘- » a4 T
. : i T 13 LI I o
Oﬁ‘ F N TR T T T T L T T T T T T T T T T T T
0
i b .
%) I ] | ol §
CI I L I L L O O e T T e T i

Octanoato de propila .....

94

= T T e e e e

s €5 s E
Livste e (0 Lot 1 e 1 0
"

HE.
Tridecano — s

5 N T 96
- 184 | r

b % . = =, T

e an Wi 1] 1] o E 7] e 1] ~T] =1y T — T TR T T T T T]
U e L s TR 1 S L Gk W et B
1 pl i e Fem 17 VMR
i | 7
=
- . & e L " - i A i bl

a wa s Ch W Wl £ 0 = C1 e Co T T T T T TR T TR TR TR T




121

Composto

Espectros de massas

Sim.
%

o-Elemeno

= e
: ]
92

R " - ' "

| [ " " |

| I o 4 Ll ] L . | s =

- - - - - - iy h w 1] - = ]
1 R T I

-

-
| | ' -, [ b |

Iso caprilato de butila

—_—n

HEE

r v W

LT ]

95

wln ar W Ma o ome e e
oA vl CePeLA T e e T S PR e

=
WA Wr w1 W T

L AR Tl |

T TR TR TR TIT

e .
¥
|| Uiy " i v o T
wa s i e -0 T e e Cr wi CO =1 i ) T} Y ) 1) wkp
a e B-Cubebeno
/
>_T’&’/
9
¥ )
R
\ HEE | o
- — L Rk
Y
4 |
i Ml J - o ]
\ A e TR Y s e =
I A4
I \x’ j - w
AN
; I . i
0 T o
(-)-1soledeno
e et s | i
Hxs
L. T T b T

90

i

= i @ b -

e S 21 E

Ciclosativeno

-
r

1" e
-

¥

F

e —

o W b s
o Lot 1) g
L prp—

-4

o g, T i

78

[ 11

1ot
L T||.|.'.I'- I!n |
1. #‘IF.“"JF:._ '—;_I“f; 'u'“li

] s
T T =T}
=
k. 1 ]
e - i

i e e

CT = T



122

Composto

Espectros de massas

Sim.
%

a-Copaeno

M
e s by e d T

— S——E L LT
- - - (L] L] L - .

96

trans-4-Decenoato de etila

ks

L LT ]

T T TR TR T T T~ TR T TR TR ™ TR 1]

ey P L

92

| I Ill
| "
"T] =T} T .--Iu rT] T T T T T T
-Bourboneno
£
b SR
91
I' e - 1 35 ‘u
o o Co = T T = = = W
F— L
p——
1 || I
1. » 1 Sk " CRTE L
- E E-1 BT =1 = =1 E 1) =1] . C1) o
B-Elemeno

90

r = 5 0 - ~ r = = =
Decanoato de etila et L]
- e
o a3 - e ~ ' 96
? n N b J i 1 b o] i
L] ] ] - B th 17 - - u 3
[T o |1 e L e )
fomon o
L . em




123

Composto Sim.
P Espectros de massas %
a-Gurjuneno
HEN
g
L . e ey e
. ¥ = : 93
el 1 LA B ki Li i i= | n | N
- - - ] - = - vy o - - 0 £ T . BT [
1/ 0 s kst A A AU Rt At
e R
C i . " " - .
ned - |
1 PP ST PV hi I i L - | l
- - 1 ] 1 = - =] i = - . - L) [ rin -
B-Cariofileno*
3 - B - 97
THEmy =y p— et o 1
o 0 H - ) = - £
il | i | A
iy [ i ] ™ - 0] -
a E bergamoteno
g it O
T | gk . o e 1
<7 - v . " [ | 89
- e A1l i1 1 LLl Ll ] t " - o il
e = - ] - = = T - - - = - - =
B i, £ L B st i Byl A B e e s
i i s o i
ST T T : : o B
o |l i1 71, || | i . L = TT |
& '] ry [ ] ry 07 N i 0] C] r=y 7 ) - 0 ]
Aromadendreno
sma
e T L TV
95
N *
. « | i - o
-~ T = - = ] = =
A
m
" . ]
1 - - r 5 T
i 17 - - Y ) ) - )
- —_——————
Cadina-3,5-dieno o
4
¥
-
¥ -1 ]
-
—
o SR - -1 Sy P, W P 95
.. - T
13 £ £ BT 9 £ R - - £
e ——— Sy Yoo, % S0
- "
i L ™
) . ! 1 . iy I
b 1 = w L3 '] = = 0 £ = = = = o = = =




124

Composto

Espectros de massas

Sim.
%

a-Humuleno

A

L 1]

ol
T Fror Jeb FY 3 M
Y 96
) o
| v o] il 1 ol - L " - ™
3 - L] 3 E3 13 ] 5] £ E 29 - ] £
. RO R Y TR, S, SO TR, TN, R R, R e
| - = -
£ ) o - ] o
Alloaromadendreno
sAw
i
95
L4 -
] =
R T T
o
r
£ G v g
Z-Muurola-4(14),5-dieno
sEa
b
; AL
- = 93
a1l L - i |9 I i S T
- W - ) - - ) [ i ) - 1 ) [0 - ) -
U Sl g ] BtSies |1 A Bt | et s |1 St () A R}
z RS
T "
i P | e
- T T e me i e e e
y-Gurjuneno
-
b
i e
: T - - 94
- 5 ¥ |
o, Ll b ol =
Ll Li I | i I T
- L) - L3 - = E h = = i & h £
[ . P T R Pt R R Sy S Y S L] ST TSR | Ty S R ) ———
e
[t | = | i _ | - C
"l O | N T . , :
- ] ] [ r] I -~ e ) ] [ T - iy ] v .
y-Muuroleno ; "
e 1] e s
5 =EE
.
e - 2 - o5
| ™ 1 ™
H = | P, A N [ 1 ¢ ! " s ! . T
- - kT L] - - £ [ [ i - ) - . ) - -
e B e L e R R IR S T
. - il
s f
] " | L 8 i
i 1l 11 it | i i I T
- = = = = = = i = 5 = i = o ) & r )




125

Composto

Espectros de massas

Sim.
%

Germacreno D

i1 ]
ey ey 9 Y
96
"
b .
i, 5 =
B = 1 A E 3 h - - =
- - B e P
u . !|.- I ¥ an
“h e T 1 0 ES ] - - ar
a-Selineno
sa
H g
E v r i
B m ' 1 | 93
i . g o
e, i | | | | .|I' | | | I i il T M I i ] ,.....J_.h
] ] C7 - - ey AT 0] ] ry - . 1] - )
B Lok 00 i
e . - o o
1 T
" 1 1 I . | — s
| 1 i ™
asdilil ] I | ! '|!| | | l T' I T | T
- ry ry - 1 ] - 7] R P - ) = F) F)
y-Amorfeno
= Ll ]
1 i T w
= .1 88
o ¥ | [
! I v.* il L . w T 11 L
>3 = = ] p
0, e i 1 P g
. i
= L -
L a.l - . r - = r
Viridifloreno

e
o T L
1. o " 92
o | = v | | |
s L Th A | Jii.® | PR & i oF = - .
- 0] N7 P ) - ] Ty - ™ -

] - (] - [
T T |

M Cebma

[ - [ - L] s
B-Selineno
JLH OE T
o = : .- e 0
o] .
1 O
[
LTV A O O A




126

Composto

Espectros de massas

Sim.
%

a-Muuroleno

H

EHEa

igam - S %
1
i o . T -
- r = - = - r] = r
— - - - owi Sei_STY 0
T iw | wl | 1 T
13 ] - 3 - £ [ 3 -
&-amorfeno
A sle
-
1 i, o S BRI
- 1 = 92
bl by
: Lt el L T S TR ] A
M ] W '] ] ] T Th 0 ] - - h ) W
et | i g | it | W it (101 i i B B
o —— v : ¥
5 [ - ’ . "
| |
Il Il L
th =] i ) - - L]
Biciclogermacreno =
— e e
e sy
;i 95
i
s, ;
- . o =
I e e = = S
[
1.1, ] : T Ir -
) ] Y Y £ Y ] - £
Z Alfa bisaboleno
=g
g
i R p——
" T ~ 78
| ki Ll !- Lidli gl ¥ | - i -
- ] ] ] - ] ) [ 17 ] o - ] ) ) 1] T
T et L DB i it 1 et [ Bt L) BT et e 0 e
P | - — —_— = e e e - __d._F-:'.ﬂl""l.F'
N -|.I -
Ll Il th L
o o - - = - it ]
y-Cadineno
i
i b
T 95
" |
|* | noe ]
] B [ E 3 £
ad | -
= TR R %




127

Sim.
Composto
g %
&-Cadineno
CF 1 ]
Fg
o g - . L _L_K.d-d 95
R . il k 4 . | i " b {
3 L] E] ] - Y 1] h e - ET ) i3 - = m
fer A, TR
o e - e
e =1 : L § 4 ol £l
S S, B " B 1 N [ ,,
- - B L] - - - 03 i 3 = - B i3 'I. £ )
Cadine-1,4-diene ‘
- e
i
- o e
™ 91
Ly i =%, T4 iy . ly | il
- - - B3 - " B3 - ) - " 3 - )
R T e ]
= + 3 = — iy L T
| 1
i
- " . At
alls AR T N il [, oo " 1 L
= ] K [] ] = ) i B ) . B ) - - 3
a-Cadineno
H
LIl 1]
T muns
¥ 92
g
il P G O T MO ]. . |
e ‘Il.u..'u.l-'” l“:.;m d.l_”‘--:h [ET) - mki e i - 1) T =t -
| pld L | o s b 0 0
1y
e
" S
T ke T = -y C-T] = e -
Espatulenol
e
1piLEg
HO qT 93
. i - L 4 Tu - i -
..l NE s L El L i ol |U T s i ¥ T
3 3 3 e 3 - RS S T S T T R T
i = - o b BT R R R e N ] ]
= v
Pk | = N 'l' T I' . .
5 1 & Til lbiy I | hi i ur | I
r 3 - - 3 - 2 - e e e e
Oxido de cariofileno
EL ' : HEn
) =
/ Bovi o 13 LI
'—o, 1 85
; — 1 "
A B | P AT i R
L — 4 R T TN R TR i T NN AL R L T
H 1O i s 1 el T gt 0] 1 gt | it [ 7l o il (L ] e | g o s 1]
=z o l-]i- — — _—
R AR T
1 1 | Al || | bl - W, " U ' il J
- ] - - ] - C ] BT BT ] e T - . ] . . . ] . il )




128

Composto

Espectros de massas

Sim.
%

HE®

- i
Eter caprilico Y — - - = - = = S— L
94
= = -5 2!
i i
: -
i B h " -
.
.
: g e e e L0 T e
R =
B | e a Celvacy mmpene
W7 T T g PV DN P Ret BTl
. Hm
Dodecanoato de etila Rege
ppibi - L Petmm
s l.. T | L1 x |_ 1 -] L i x
3 - - L] 3 £ B ] ] = wa ] [ e
- B v ! n ol e S B
=_I HCEE - = = T = — . - = - - e S R
- g - o ST -
- —— S
v i e
. : L1 ]
Tetradecanoato de etila _'T"-' — e
13 L 1 el — T -
.-hi gt gl ! " . " il
= 3 S 3 ] TR I ST TR T TR
] it b s ST A o, T 18 ot s e i i
g - = e
sy W | L s
F I NE = i | s - g ” - ol
3 F % 3 . S T A ) I SR
P ——
: =
- -
e e st -
e 7 e o AR e BE (MR WEITA
i e 1T ]
LA ]
Acido hexadecandico e : e
..,:| | | | . =
{ 1 P 1 A . ] T .y o
TR = I . T . T = & &
1T e s T - - L - e )
o e - - Bt n
) | —
b | -
-
L g gl wly .




