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RESUMO

O besouro Rhinostomus barbirostris (Coleoptera: Curculionidae), conhecido
também como broca-do-estipe-do-coqueiro, € uma praga que ataca coqueiros e
dendezeiros. Nao ha inseticidas certificado para o controle do R. barbirostris, até o
momento, 0 Unico método de controle desta praga é a derrubada da planta
infectada. A necessidade de métodos que sejam eficientes e ndo agridam o meio
ambiente levam os semioquimicos a ser uma técnica bastante promissora no
manejo integrado de R. barbirostris. Atualmente, muitas pesquisas estdo sendo
desenvolvidas sobre 0 uso dos semioquimicos como forma de controle de pragas,
nas quais se usa armadilhas contendo feromdnios sintéticos que tem a funcao de
atrai-los ou confundi-los. Dessa forma, o0 objetivo dessa pesquisa foi a elucidagéo
estrutural e sintese dos semioquimicos responsaveis pela atracdo do R.
barbirostris. Pela comparacdo dos cromatogramas dos extratos de volateis
liberados por machos e fémeas obtidos através das andlises por cromatografia
gasosa com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC), foram observados dois
compostos macho-especificos que tiveram suas estruturas elucidadas através das
técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)
e cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia na regidao do infravermelho
com transformada de Fourier (CG-IVTF). As estruturas quimicas dos compostos
foram propostas como diastereocisbmeros da 5-hidroxi-4-metil-hepta-3-ona,
também conhecido como Sitophinona, que ja foi identificada como feroménio de
outras espécies da mesma subfamilia de R. barbirostris. Apds a sintese racémica
da proposta estrutural, foi realizada a caracterizagdo do composto sintético atravées
das analises por CG-EM e CG-IVTF no qual foram obtidos espectros semelhantes
ao composto natural. Na coinjecdo do composto natural com o padréo sintético

houve coeluicdo, confirmando assim que se tratava do mesmo composto.

Palavras-chave: Controle de pragas, feroménios, coqueiro.



ABSTRACT

The beetle Rhinostomus barbirostris (Coleoptera: Curculionidae), also known as a
coconut-tree-borer, is a pest that attacks coconut and palm trees. There are no
insecticides certified for the control of R. barbirostris, so far, the only method of
controlling this pest is to clear the infected plant. The need for methods that are
efficient and non-environmentally friendly lead the semiochemicals to be a very
promising technique in the integrated management of R. barbirostris. Currently,
much research is being done on the use of semiochemicals as a form of pest
control, in which traps containing synthetic pheromones are used to attract or
confuse them. Thus, the objective of this research was the structural elucidation
and synthesis of semiochemicals responsible for the attraction of R. barbirostris.
By comparing the chromatograms of the extracts of volatiles released by males
and females obtained by the analysis by gas chromatography with flame ionization
detector (CG-FID), two male-specific compounds were observed that had their
structures elucidated by gas chromatography techniques coupled to mass
spectrometry (GC-MS) and gas chromatography coupled to Fourier transform
infrared spectroscopy (CG-FTIR). The chemical structures of the compounds were
proposed as diastereoisomers of 5-hydroxy-4-methylhepta-3-one, also known as
Sitophinone, which has already been identified as pheromone of other species of
the same subfamily of R. barbirostris. After the racemic synthesis of the structural
proposal, the characterization of the synthetic compound was performed through
the GC-MS and CG-IVTF analyzes in which spectra similar to the natural
compound were obtained. The co-occurrence of the natural compound with the

synthetic standard was coelution, thus confirming that it was the same compound.

Keywords: Pest control, pheromones, coconut.
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1. INTRODUCAO

O coqueiro (Cocos nucifera) € uma frutifera tipica de clima tropical e
subtropical, sendo difundida mundialmente. Atualmente plantacbes de coqueiro
sdo encontrados em mais de 200 paises, espalhados em praticamente todos 0s
continentes (EMBRAPA, 2011). A maioria dos paises que cultivam essa planta,
utiizam os frutos comercialmente para a producdo de Oleo e coco seco
desidratado. No Brasil, os frutos do coqueiro sdo destinados principalmente a
agroindustria, para a producado de coco ralado, leite de coco e o consumo da agua
de coco in natura (EMBRAPA, 2014).

Cultura tipica de clima tropical, no Brasil a producéo de coco se desenvolve
ao longo do litoral, se estendo do Para ao Espirito Santo. A regido nordeste € a
maior produtora de coco, sendo a Bahia, o Ceard e Sergipe os trés estados
nordestinos que mais contribuem para a produgcdo no pais. Por haver producéo
de coco durante todo o ano e o fato dele ser comercializado, tanto seco quanto
verde, a cultura do coco assume posicao de destaque como atividade geradora de
emprego e renda, empregando mao de obra tanto no campo quanto nas
industrias. O coco também é muito utilizado na parte de artesanato gerando renda
para 0s pequenos comerciantes e artesdos (FONTENELE, 2005; FONTES e
WANDERLEY, 2006).

A incidéncia de pragas nos coqueirais € a maior responsavel pela reducéo
da produtividade de coco, sendo o besouro Rhinostomus barbirostris (Coleoptera:
Curculionidae) uma das mais importantes, conhecida também como broca-de-
estipe, broca-do-tronco ou Rhina. No Brasil, 0 R. barbirostris tem ocorréncia nos
estados do Amazonas, Bahia, Maranhdo, Minas Gerais, Para, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Sul, Sergipe e Sédo Paulo (FERREIRA et al,
2016). Na Bahia, o R. barbirostris € o maior responsavel pela disseminacdo da
Resinose do Coqueiro e Dendenzeiro, doenca causada pelo fungo Ceratocystis
paradoxa e anel vermelho em coqueiros e dedenzeiros no sul da Bahia (SANTOS,
2016).

12



O besouro adulto de R. barbirostris é de coloracéo preta, cujo comprimento
varia entre 1,5 e 5,0 cm. O macho diferencia-se da fémea por apresentar denso
pelos de coloracdo avermelhada ao redor do rostro; corpo cilindrico, pronoto tdo
longo quanto largo e densamente pontuado (figura 1) (MOURA, dados ainda néo
publicados). A larva é apoda, possuindo um corpo cilindrico, com os ultimos quatro
segmentos do abdémen atrofiados (FERREIRA e FILHO, 2015).

Figura 1. Adulto macho (A) e fémea (B) do R. barbirostris. Foto: Carla Favaro

O R. barbirostris possui habitos noturnos, durante o dia fica alojado nas
axilas foliares e a noite caminha pelo estipe onde a fémea deposita seus ovos
normalmente na base e no topo (MOURA, dados ainda néo publicados). Quando a
larva nasce, penetra no estipe formando galerias que se alarga a medida que ela
se desenvolve. Nota-se a infestacdo do coqueiro pela praga através do
aparecimento de pequenos filetes de serragem, que sao expulsos do orificio que a
larva entrou e o aparecimento de manchas pelo estipe, provadas pelo
escorrimento da seiva (FERREIRA, 1987). A figura 2 mostra o coqueiro e a estipe
apos o ataque do R. barbirostris.

Ainda ndo hd um método de controle eficiente para essa praga. Ao se
detectar uma planta infectada a melhor maneira para o controle é a derrubada e
queimada desta (FERREIRA, 1987). Para o controle quimico é realizado
pulverizacdes com inseticidas nas axilas foliculares do coqueiro com o intuito de
atingir os adultos de R. barbirostris, quando em forma de larvas o controle via

pulveriza¢cdes convencionais ndo € eficiente em razao destas se alojarem dentro
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do estipe (MOURA, dados ainda nao publicados). Embora ocorre o controle
guimico com inseticidas, ainda ndo ha inseticida registrado para o controle do R.

barbirostris.

Figura 2. Ataque do R. barbirostris nas folhas e estipe de coqueiro. Foto: José

Inacio Moura Lacerda

O uso de semioquimicos, principalmente os feromonios sintéticos, tém-se
mostrado bastante eficiente para o controle de importantes pragas da familia
Curculionidae, como Anthonomus grandis e Rhynchophorus palmarum. O uso de
ferombnios para monitoramento desses insetos facilita a determinacdo da
dindmica populacional, auxiliando a tomada de decisédo do agricultor no manejo
dos insetos. O controle de curculionideos utilizando feroménios tem sido feito
principalmente por meio de coleta massal e com grande sucesso, uma vez que 0S
feroménios desta familia atraem ambos os sexos (BOARETTO e BRANDAO,
2000).

A manipulagdo de populagbes com semioquimicos € um método em
evidéncia no manejo de pragas. Em particular, a utlizacdo de feromoénios
sintéticos é conhecida como uma técnica ambientalmente benigna de controle de
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pragas que permite o controle da espécie alvo e reducdo na utilizacdo de
pesticidas (ZARBIN e CORREIA, 1998).

Embora R. barbirostris seja uma importante praga da cocoicultura brasileira,
att o0 momento ndo ha estudos sobre 0s semioquimicos envolvidos na
comunicacdo desta espécie. Sendo assim, o uso de armadilhas contendo isca
com os compostos quimicos produzidos pelo R. barbirostris que sdo responsaveis
pela atratividade dos seus coespecificos (semioquimicos), seria um método

alternativo de controle biorracional e eficaz.
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2. OBJETIVOS

2.1.

Objetivo Geral

Extrair, elucidar as estruturas quimicas e sintetizar os semioquimicos

responsaveis pela atracdo do Rhinostomus barbirostris, visando desenvolver

armadilhas para o controle dessa praga.

2.2.

Objetivos especificos

Coletar os insetos em campo e conduzir uma criacdo em laboratério;
Coletar os compostos volateis produzidos por R. barbirostris machos e
fémeas virgens, através do método de aeracao;

Verificar a atratividade dos extratos dos volateis através de bioensaios
em laboratorio;

Selecionar o(s) composto(s) de interesse presentes no extrato, através
de analises por CG-DIC;

Elucidar a(s) estrutura(s) quimica(s) do(s) composto(s) de interesse
através de analises dos extratos por CG-EM e CG-IVTF;

Sintetizar as estruturas quimicas propostas;

Testar a eficiéncia do ferombnio sintético como iscas para armadilhas

em campo.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Semioquimicos e seu envolvimento no controle de pragas

Com o crescimento acelerado da populacdo mundial, surgiu a necessidade
de producédo de alimentos em larga escala e, devido ao aumento desta demanda,
houve também o aumento da briga da agricultura com os insetos. Segundo
Goulart et al (2015), um inseto se torna praga agricola a partir do momento que
sua populacao cresce sem limites e esse crescimento esta relacionado a fatores
como oferta de alimentos, alta taxa reprodutiva e auséncia de inimigos.

Os insetos pragas sao as principais causas para a diminuicdo da
produtividade de culturas alimenticias no Brasil, causando uma perda anual a 7,7
% o que equivale a aproximadamente 25 milhdes de toneladas de alimentos por
ano (GOULART et al, 2015). Por conta disso, os produtores intensificaram o
combate dessas pragas com o uso de pesticidas ndo s6 no momento de ataque,
mas também no uso de pulverizacbes como prevencdo e como consequéncia
houve um aumento no mercado, alimentos contaminados por estes.

O uso de pesticidas e agrotéxicos nas plantac6es ao longo dos ultimos
anos tornou-se a principal estratégia para o combate de pragas na lavoura
(PINTO-ZEVALHOS e ZARBIN, 2013). Entretanto, o uso continuo dessas
substancias acarreta danos a saude humana e ao meio ambiente, a curto e longo
prazo. Com a evidéncia de que essas substancias sdo prejudiciais houve a
necessidade de buscar novas alternativas que pudessem suprir as necessidades
de controle das pragas e ao mesmo tempo que nao colocassem em risco a saude
humana e o meio ambiente.

Um meétodo alternativo para manejo de pragas € a utilizacdo de
semioquimicos. Os semioquimicos sdo compostos quimicos responsaveis pelas
interacbes dos seres vivos e podem ser usados em armadilhas para atrair,
confundir ou repelir os insetos da lavoura (MORAES et al, 2013; ZARBIN,

RODRIGUES e LIMA, 2009). Os semioquimicos sao classificados com base no
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tipo de interacdo, se intraespecifica ou interespecifica, e com base nos custos e
beneficios de cada organismo participante da interagéo.

Os aleloquimicos sdo os semioquimicos que intermediam comportamentos de
individuos de espécies diferentes, relacdo denominada de interespecifica. Nas
plantas esses semioquimicos, na maioria das vezes estdo relacionados a defesa e
apresentam como substancias do metabolismo secundéario (SILVA et al, 2012).
Estes, tem grande importancia na relacdo inseto-planta pois traduzem o
comportamento e a relacdo de organismos de espécies diferentes (LIMA et al,
2013). Os aleloquimicos exercem papel fundamental em todas as comunidades e
podem ser divididos em trés classes:

Aloménios (+/-) sdo os semioquimicos que favorecem o organismo emissor,
mas ndo o receptor. Como 0 caso das aranhas-bolas do género Mastophora
(Figura 3), que utilizam aloménios semelhantes ao feromoénio sexual das fémeas
de duas espécies de Noctuide, e com isso conseguem atrair machos destas
espécies, capturando-os com uma bola de seda pegajosa (VILELA e LUCIA,
2001).

Figura 3. Mastophora e sua bola de seda utilizada para a captura de insetos
(Fonte: Google imagens).

Cairomoénios (-/+) sado os semioquimicos que favorecem 0 organismo

receptor, mas ndo o emissor. Como exemplo temos a vespa parasitdide

Cardiochiles nigriceps que responde aos hidrocarbonetos produzidos pelas
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glandulas mandibulares da Heliothis virescens, lagarta que se alimenta de folhas
de macéas e tabaco (Figura 4) (VILELA e LUCIA, 2001).

Figura 4. Vespa parasitoide Cardiochiles nigriceps e lagarta do tabaco, Heliothis

virescens (Fonte: Google imagens).

Sinénimos (+/+) sdo os semioquimicos que favorecem o organismo emissor
e 0 receptor, esse tipo de alomdnios intermediam as interacdes planta-herbivoro e
herbivoro-predador. Um exemplo muito comum é quando a planta esta sendo
atacada e comeca a liberar volateis que atraem os predadores do herbivoro.
Como exemplo, o milho Zea mays quando é atacado pela lagarta Spodoptera
exigua emite uma mistura de volateis constituidos por indol, mono e
sesquiterpenos, que atraem as fémeas do parasitoide Cotesia marginiventris
(PINTO et al, 2002). Quando a secrec¢do oral da lagarta entra em contato com o
tecido ferido da planta, ela induz a produgdo de jasmonatos, que induzem a
codificacdo de enzimas envolvidas na biossintese de metabdlitos secundarios do
sistema defensivo da planta que atraem a vespa predadora. Esse esquema de

defesa pode ser visto na figura a seguir (PINTO et al, 2002):
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Figura 5. Sistema de defesa do milho quando atacado pela lagarta Spodoptera
exigua. Fonte: PINTO et al, 2002.

Dentre os semioquimicos, existem também os feromonios, que s&o
substancias quimicas responsaveis pela comunicacdo de individuos de mesma
espécie (NAVARRO et al, 2002). Segundo Vilela e Lucia (2001), feroménios séo
compostos secretados por um individuo para o meio e recebidos por outros
individuos de mesma espécie provocando uma resposta fisiologica. Para os
insetos, os feromdnios podem ser classificados como:

Ferombnio sexual: empregado no acasalamento, normalmente apenas o
macho ou a fémea o produz, atraindo apenas o sexo oposto (NAVARRO et al,
2002).

Feromonio de trilha: empregado para indicar a fonte de alimento ou orientar
os insetos para sua moradia (NAVARRO et al, 2002).

Feroménio de territério ou marcacdo: utilizado para delimitar territorios
(NAVARRO et al, 2002).

20



Ferombnio de alarme: sinaliza perigo ou presenca de inimigos (NAVARRO
et al, 2002).

Ferombnio de agregacdo: empregado para atrair individuos da mesma
espécie para alimentacdo ou acasalamento, atraindo os dois sexos (NAVARRO et
al, 2002).

Além desses citados acima ha também outros tipos de feroménios, como o
feroménio de contato utilizado para o reconhecimento da espécie, feromdnio de
oviposicao utilizado pela fémea para indicar o local de oviposicéo e assim impedir
gue outra fémea de sua espécie deposite no mesmo local, ente outros (VILELA e
LUCIA, 2001).

O ferombnio é produzido apenas por um sexo e reconhecido por individuos
de uma mesma espécie, podendo 0 mesmo composto em propor¢cdes diferentes
ser produzido por duas espécies. As antenas sdo os 6rgdos receptores dos
feromdnios nos insetos, estas sdo O6rgdos que capta e transmite estimulos
mecanicos e olfativos, podendo discriminar uma mudanca na concentracdo de
compostos, na isomeria e na composicdo. Através desse principio, foi
desenvolvida a técnica de cromatografia gasosa acoplada a eletroantenografia
(CG-EAD), a qual utiliza a antena do inseto como biossensor para compostos
bioativos. Para isso, a antena é colocada em um eletrodo e o circuito é fechado
com uma solugcdo salina, quando a antena reconhece um composto ha uma
despolarizacdo da antena seguida de polarizacdo gerando assim um sinal no
detector (MORAES et al, 2008).

O local de producédo dos feromdnios varia entre as espécies, como nas
mariposas, moscas e baratas, em que a glandula que produz o feromdnio se
encontra localizada nas células epidérmicas. Ja nos coledpteros, o local da
biossintese € variada, mas normalmente as glandulas produtores se encontram no
abddémen, sendo a producdo de feromdnios sexuais normalmente realizadas na
epiderme do abdémen e ferombnios monoterpendides sao produzidos no intestino
médio (JURENKA, 2004).

A volatilidade do composto é um fator que pode determinar o tipo de

ferombmio que determinado inseto produz. Por exemplo, os feroménios de
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contatos sdo constituidos principalmente de estruturas moleculares com cadeias
mais longas, pois ndo necessitam de alta volatilidade (JURENKA, 2004). J& os
feromdnios de alarme devem ter baixo peso molecular, sendo altamente volatil,
para que estes consigam alcancar seus receptores rapidamente. Os feromonios
de trilha possuem estruturas moleculares estaveis e pouco volateis de forma que
se mantenha no ambiente para que os insetos possam se orientar (TORRENS,
2015).

Em uma mesma familia hd um padrdo das estruturas moleculares, a
maioria dos feroménios sexuais de mariposas sdo compostos de cadeia linear
constituidos por 12, 14 e 16 atomos de carbono e um grupo funcional como alcool,
aldeido e acetatos. Muitos feroménios de moscas também s&o hidrocarbonetos de
21 ou mais atomos de carbonos. Ja os feromonios de coledpteros sao de origem
isoprenoidicos ou constituidos por componentes derivados de acidos graxos e
aminoécidos (JURENKA, 2004).

A maioria dos feromdnios identificados até 0 momento, possuem estruturas
simples, sendo poucos com estruturas complexas. Estruturas simples ou
complexas, a biossintese destes feroménios pode se dar pelo sequestro dessas
moléculas das plantas nas quais os insetos se alimentam, isso ocorre quando o
inseto ndo é capaz de sintetizar a molécula em seu organismo (JURENKA, 2004;
TORRENS, 2015). Os insetos também tém a capacidade de fazer a chamada
sintese “De Novo”, onde derivados de plantas podem ser ingeridos e modificados
pelo inseto como feroménio. Por exemplo, o macho da mariposa Utetheisa ornatrix
(L.) produz o feromdnio sexual R- 2-hidroxidanidina a partir de alcaloides de
pirolizidina obtidos quando em forma de larvas, das plantas Crotalaria spp
(JURENKA, 2004; TILLMAN et al, 1999; TORRENS, 2015).

O primeiro feromdnio de inseto identificado foi em 1959 pelo pesquisador
alemao Butenandt usando a mariposa do bicho-de-seda chamada Bombyx mori L..
O feroménio identificado e isolado foi resultado de uma pesquisa de 20 anos,
sendo conhecido como bombicol, feromonio liberado pelas fémeas dos bicho-de-
seda mostrado na figura 6 (FERREIRA e ZARBIN, 1998).
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Figura 6. Bombyx mori e seu feromonio identificado (10E,12Z)- hexadecadien-1-ol
(Bombicol).

Os feromodnios quirais, feromOnios que apresentam em sua estrutura
quimica carbonos assimeétricos, comecaram a ser identificados no final de 1960,
cComo no caso a exo-brevicomina, ferombnio de agregacdo do Dendroctonus
brevicomis, praga do pinho ocidental (MORI, 1998). Cada inseto possui 0 seu
proprio codigo de comunicacdo. Como consequéncia, os feromdnios produzidos
sdo Unicos, sendo a comunicacdo baseada nas diferengcas estruturais ou
proporcdes de cada composto produzido (BARALDI e CORREA, 2004).

O

Figura 7. Exo-7-etil-5-metil-6,8-dioxabiciclo[3.2.1] octano (Exo-brevicomina)

feromodnio de agregacgéo de Dendroctonus brevicomis.
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A quiralidade da molécula é uma diferenca estrutural que esta relacionada
com a atividade biolégica dos feromonios produzidos por insetos, por isso é de
extrema importancia o conhecimento da configuragdo absoluta do ferombnio em
estudo (quando presente), uma vez que O inseto possui resposta ou por um
enantidmero especifico ou pela mistura racémica (BACH, 2010; TORRENS, 2015).
Varios ferombnios apresentam centros quirais em suas estruturas e,
frequentemente, apenas um dos enantidmeros é o responsavel pela comunicacao
entre os insetos. Como exemplo, a espécie Gnatthotricus retusus, besouros da
ambrosia, sdo sensiveis apenas ao isébmero S do sulcatol (6-metil-5-hepten-2-ol) e
a resposta é inibida pela acdo do R. Contudo pode ocorrer que pares de
enantiomeros sejam igualmente ativos ou que misturas de enantibmeros sejam
mais ativas que os mesmos individualmente. Por exemplo, a broca-do-tronco-da-
pereira, Gnatthotricus sulcatus, responde somente a mistura de 65% do isémero
(S)-(+)-sulcatol e 35% do isébmero (R)-(-)-sulcatol, ndo é atraida a nenhum dos dois
isdbmeros separados (BARALDI e CORREA, 2004; BACH, 2010).

OH CH, OH CH,

HoC /\/\2\01_'3

R-sulcatol S-sulcatol

Figura 8. Enantibmeros R e S do sulcatol.

A configuragdo absoluta do feromdnio pode ser identificada através da
cromatografia gasosa com coluna quiral. O conhecimento da configuracdo é
importante tanto pelo fato do inseto ser estereoseletivo e pelo fato de que caso ele
obtenha resposta para a mistura racémica, a producéo desta é mais barata do que
de um estereoisémero puro (OEHLSCHLAGER, 2016).
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Outro fator estrutural muito importante, aparece em moléculas que nao
possuem centros quirais, mas possuem dupla ligacdo. A geometria da dupla
ligacdo também vai interferir na atratividade da molécula, como exemplos temos o
bombicol, produzido pelas fémeas do bicho-de-seda, que como mostrado na figura
6 apresentam duas ligagGes duplas em sua molécula, uma com a geometria E na
posicdo 10 e a outra com geometria Z na posicdo 12 (BARALDI e CORREA,
2004).

Compostos volateis liberados pelas plantas podem atuar com sinergismo
com o feroménio aumentando assim o seu poder de atracdo. Muitas armadilhas de
semioquimicos utilizam pedacos de plantas hospedeiras ou frutas para aumentar o
poder atracdo do feromonio em questdo (OEHLSCHLAGER, 2016; FERREIRA,
2003; DUARTE et al, 2003).

Um exemplo de sinergismo foi relatado por Ambrogi e Zarbin (2008) que
mostraram que 0s cinco compostos macho-especificos liberados por Sternechus
subsignatus eram mais atraentes tanto para machos quanto para fémeas quando
combinados com extratos de soja (AMBROGI e ZARBIN, 2008). O mesmo efeito
acontece para o Anthonomus rubi, uma importante praga de plantacdes de
morangos, em que o seu ferombnio de agregacdo identificado € uma mistura
racémica na qual apresenta baixa atratividade, mas quando combinado com o 1,4-
dimetoxibenzeno (volateis emitidos por flores de morango) sua atratividade é
dobrada (WIBE, 2014).

Os feromdnios mais empregados no controle de pragas sado os feromoénios
de agregacdo e sexual. Os feromdnios sintéticos podem ser utilizados em
armadilhnas para o monitoramento de pragas (Figura 9), podendo informar a
presenca e estimar a densidade populacional desta. Nesse tipo de monitoramento
geralmente é utilizado ferombnio sexual ou agregacdo sintético e tem como
objetivos determinar o momento de controle e evitar o0 uso desnecessario de
inseticidas (PINTO-ZEVALHOS e ZARBIN, 2013; ZARBIN, RODRIGUES e LIMA,
2009). No sul Estados Unidos esse tipo de armadilha é muito utilizado para o
monitoramento da praga florestal Dendroctonus frontalis (TURCHIN e

ODENDAAL, 2014). Por meio do monitoramento de praga pode-se estabelecer a
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guantidade minima de pragas atingidas para que possa iniciar o controle com
inseticidas, como é o0 caso da praga do tomateiro Neoleucinodes elegantalis no
qual é iniciado o controle com inseticidas quando a infestacdo atinge 5% dos
frutos (GOULART et al, 2015).

Figura 9. Exemplo de armadilha para o monitoramento de pragas. Fonte: Google

imagens.

Os feromoénios podem ser utilizados também na redugcdo de populagbes
com base na estratégia da confusao sexual, evitando que o inseto encontre 0 sexo
oposto para se reproduzir, sendo esse processo baseado na interferéncia ou
inibicdo da transmissdo dos sinais entre os parceiros sexuais. Um exemplo de
emprego desse método € o controle da praga de cereais Plodia interpunctella no
qual com a utilizacdo deste método a taxa de acasalamento foi reduzida em quase
90% (GOULART et al, 2015). Outro exemplo do emprego dessa técnica é o
controle da Grapholita molesta em plantacées de maca (Figura 10) que com 0 uso
da confusd@o sexual houve cerca de 77% de reducdo da utilizacdo de inseticidas
na lavoura (MONTEIRO, SOUZA e BELLI, 2008).
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Figura 10. Exemplo de armadilha para confusédo sexual utilizada em plantagbes de

maca. Fonte: Google imagens.

Outra forma de uso dos feroménios sintéticos € a coleta massal (Figura 11),
atraindo e concentrando um grande numero de individuos para entédo elimina-los.
Na coleta em massa, o ferom6nio é usado para atrair 0 inseto para um recipiente
de contencdo visando a eliminacdo ou diminuicdo do inseto-praga no cultivo
(PINTO-ZEVALHOS e ZARBIN, 2013). Um exemplo de sucesso do emprego
desta estratégia é o uso do feromonio sexual de Argyrotaenia velutinana para a
captura dos individuos machos em pomares de mac¢a (TRAMMEL, ROELOFS e
GLASS, 2014). Outro exemplo de praga que tem sido controlada usando esta
técnica, é a Helicoverpa armigera, uma das principais pragas da agricultura, que
se destaca pelo seu ataque intenso nas regiées produtoras de soja, milho e
algodéo no Brasil (SILVA, 2002).
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Figura 11: Exemplo de armadilha para coleta massal em plantacdo de algodao.

Fonte: Google imagens.

Outra forma que vem sendo recentemente utilizada para o controle de
pragas é a técnica “push-pull” que consiste no cultivo de plantas que liberam
semioquimicos para repelir os insetos pragas de uma determinada cultura
(componente “push”) ou para atrair os insetos pragas para longe da cultura
(componente “pull”), essas plantas séo cultivadas no meio ou em torno da cultura
principal (KHAN et al, 2016). Um exemplo de sucesso foi relato no controle da
praga de leguminosas Sitona lineatus, em que um 6leo de Neem foi utilizado como
repelente causando a reducao da populacéo na cultura (GOULART et al, 2015).

Os feromoénios apresentam vantagem quando comparados aos pesticidas
por serem biodegradaveis, especificos apenas para determinadas espécies,
podem ser usados em pequenas quantidades e o mais importante ndo sao
toxicos, além de serem de facil manipulacdo (GOULART et al, 2015).

No Brasil, a pesquisa na identificacdo, sintese e uso de feromonios tem se
intensificado fortemente e atualmente, dos 447 insetos-praga presentes na
agricultura brasileira, 103 espécies ja tiveram seus feromonios identificados, sendo
que 28 ja estédo disponiveis para comercializacdo (PINTO-ZEVALHOS e ZARBIN,
2013).
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3.2. Semioquimicos na cocoicultura

As pragas constituem um dos fatores mais importantes para a produtividade
da agricultura no mundo. Dentro da cocoicultura, estas ndo séo diferentes, sendo
uma das principais causas que afetam o desenvolvimento da cultura do coco, pois
estas podem atrasar ou dificultar o crescimento da planta, podem impedir a
producdo da planta, como também podem levar a morte destas, provocando
perdas significativas na plantacdo (FERREIRA e FONTES, 2006).

Dentre as principais pragas desta cultura destacam-se os &acaros Aceria
guerreronis e Amrineus cocofolius, a traca Hyalospila ptychis, os curculionideos
Rhinostomus barbirostris, Rhynchophorus palmarum e Homalinotus coriaceus, e a
lagarta desfolhadora Brassolis sophorae, além de sugadores, raspadores, e outras
espécies presentes em toda sua zona de cultivo (FERREIRA, 2008).

Para muitas dessas pragas de coco o Unico método de controle é a
derrubada da planta infectada, ou pulverizacdes constantes nas plantagdes.
Muitas vezes os inseticidas ndo possuem tanta eficacia no controle destas, pela
dificuldade de alcance. Com isso, 0s semioquimicos vem sendo umas das
alternativas para o combate destas.

Como pode ser visto na tabela 1, algumas pragas de coco e demais
palmaceas que ja tiveram seus feromonios identificados, Dynamis borassi,
Metamasius hemipterus, Rhynchophorus spp., e o Strategus aloeus (AMBROGI et
al, 2009; ROCHAT et al, 2000).
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Tabela 1. Feromoénios identificados para as principais pragas de coqueiro

Familia Espécie Compostos

Curculionidae  Dynamis borassi  (4S, 5S) - 4- metil-nonan-5-ol

Curculionidae Metamasius (4S, 5S) - 4- metil-nonan-5-ol, 2-metil-
hemipterus heptan-4-ol, 2-metil-octan-4-ol, nonan-5-ol e
3-hidroxi-4-metil-nonan-5-ona

Curculionidae Rhynchophorus  (4S, 5S) - 4- metil-nonan-5-ol

bilineatus

Curculionidae  Rhynchophorus  (4S, 5S) - 4- metil-nonan-5-ol e 4-

ferrugineus metilnonan-5-ona

Curculionidae Rhynchophorus  (4S, 5S) - 4- metil-nonan-5-ol, 4-metil-nonan-

vulneratus 5-ona e 3-metil-octan-4-ol

Curculionidae Rhynchophorus (S, E)-6-metil-hept-2-en-4-ol

palmarum

Curculionidae Rhynchophorus  (3S, 4S) 3-metil-octan-4-ol

phoenicis

Scarabaeidae  Strategus aloeus 2-butanona, 3-pentanona e sec-butilacetato

Um exemplo de sucesso no emprego de semioquimicos sintético para o
controle de pragas de coco no Brasil é o uso do Rincoforol ((S, E)-6-metil-2-
hepten-4-ol), ferombénio de agregacdo da broca-do-olho do coqueiro,
Rhynchophorus palmarum L . O R. palmarum é uma das pragas mais importantes
das plantacdes de coco e pode utilizar a cana-de-agucar, o dendezeiro, mamoeiro
e 0 abacaxizeiro, como fonte de alimento e como planta hospedeira. O Rincoforol
foi identificado em 1991 e teve sua estereoquimica e atividade biologica
confirmada em 1992, sendo que ele demonstra maior eficiéncia quando associado
a pedacos de cana-de-acucar, abacaxi, estipe de coqueiro e raquis. Testes de
laboratério comprovaram que o uso deste feromonio sintético junto com inseticida

é eficiente para o controle dessa praga, que também é responsavel pela doenca

30



do anel vermelho em dendezeiros (NAVARRO et al, 2002; DUARTE e LIMA, 2001;
OEHLSCHLAGER, 2016).

CH; OH

Figura 12. Estrutura quimica do (S, E)-6-metil-2-hepten-4-ol, conhecido como

Rincoforol.

3.3. Familia Curculionidae e seus feromoénios identificados

A familia Curculionidae apresenta 60.000 espécies descritas na literatura.
Os besouros pertencentes a essa familia, cuja suas principais caracteristicas sao
a cabeca prolongada em um rostro de comprimento variavel, apresentam antenas
clavadas e geniculadas. Tanto os besouros adultos quanto as larvas sao fit6fagos,
podendo se alimentar de qualquer parte do vegetal. Os curculionideos adultos
apresentam vida longa, maior que um més, e dependem essencialmente dos
alimentos para reproduzir (AMBROGI et al, 2009; MOREIRA, ZARBIN e
CORACINI, 2005).

A maioria dos feromonios identificados para curculionideos sdo produzidos
pelos machos e atraem ambos o0os sexos. Entretanto, ha relatos de feroménios
produzidos por fémeas, que sdo os feromdnios sexuais de longa distancia,
feromoénios de contato, que permitem conhecer coespecificos, e os feromonios de
oviposigdo, que sao utilizados para marcar onde depositaram seus o0vOS
(AMBROGI et al, 2009).

Muitas espécies de curculionideos atuam como pragas tanto em plantacdes
guanto nos locais de armazenamento de grédos. Entre as principais pragas desta

familia estdo: Anthonomus grandis, o bicudo do algodao; Eutinobothrus
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brasiliensis, broca da raiz do algodoeiro; Sphenophorus levis, bicudo da cana-de-
acucar; Rhinostomus barbirostris, broca-de-estipe-do-coqueiro e Rhynchophorus
palmarum, brocas das palmeiras (ZARBIN, RODRIGUES e LIMA, 2009;
AMBROGI et al, 2009).

Véarias pragas da familia Curculionidae ja tiveram seus feroménios
identificados e o0s compostos correspondem, basicamente, a duas classes:
monoterpenoides (majoritariamente ciclicos) e possiveis derivados de &cidos
graxos (alcoois, cetonas, e ésteres com ramificacdes metilas e com numero
variavel de 5 a 10 carbonos na cadeia principal) (AMBROGI et al, 2009). De
acordo com Ambrogi et al. (2009) os insetos da subfamilia Dryophthorinae,
produzem &lcoois secundarios contendo de 5 a 10 carbonos com ramificacdes
metilicas (Figura 11), que sao provavelmente derivados de acidos graxos, com
excecdo do inseto Cosmopolites sordidus, para o qual 4 isdmeros de um novo
cetal biciclico (sordidina) foram identificados como componentes do feroménio.
Dentro dessas subfamilias algumas cetonas também podem ser encontradas nos

feromonios, como pode ser visto na figura 13.
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Figura 13. Feromonios identificados para a subfamilia Dryophthorinae (AMBROGI
et al, 2009).
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Embora haja poucas pesquisas com uso de semioquimicos no Brasil, com
relacdo aos outros paises, 0s estudos dos semioquimicos presentes na
comunicacdo dos insetos-pragas vem ganhando importancia, tornando assim uma
proposta promissora para a diminuicdo do uso de pesticidas no controle de
pragas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Criacao dos insetos

Estipes de coqueiro contendo larvas e pupas de R. barbirostris foram
fornecidas pela Estacdo Experimental Lemos Maia (CEPEC), em Una/BA, latitude
15° 17" 36" S e longitude 39° 04' 31" W. Os pedacos de estipes foram envolvidos
com tela plasticas e a medida que os insetos foram emergindo do estipe, foram
identificadas, separados por sexo e colocados em gaiolas plasticas contendo
toletes de cana-de-acUcar para sua alimentacdo (Figura 14). Estes foram
mantidos em condi¢cdes ambientes de temperatura, umidade e fotoperiodo.

A separagdo do sexo foi realizada com base na diferenga do rostro, o
macho apresenta rostro mais longo do que a fémea e coberto por pelos
avermelhados como pode ser observado na figura 15.

Figura 14. Modo de captura e criagdo do Rhinostomus barbirostris.
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Figura 15. Método para identificacdo de machos e fémeas da espécie

Rhinostomus barbirostris através da diferenciacéo do rostro.

4.2. Coletade volateis

Para a obtencéo dos volateis foi utilizado o método de aeracdo (NAVARRO
et al, 2002; FAVARO, SANTOS e ZARBIN, 2012). Os insetos machos e fémeas
foram separados em camaras de vidros (A), sob condicbes ambiente. Uma bomba
de vacuo (B) gerou um fluxo continuo de ar (1mL/min) umidificado (C) e filtrado
com carvao ativado (D), passando pelas camaras e carregando todos os volateis
liberados pelos insetos e pelas plantas para o polimero adsorvente Hisep
localizado em colunas de vidro conectadas as camaras (E), onde foram retidos
(Figura 16).

A cada 24 h de aeracdo, os compostos retidos no polimero foram eluidos
com 800 pL de hexano grau HPLC (Sigma-Aldrich) e os extratos foram

armazenados no congelador, para posteriores analises quimicas e bioensaios.
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Figura 16. Sistema de aeracédo para coleta de volateis.

4.3. Analises quimicas dos extratos

Os extratos de volateis foram analisados (1 pL de extrato) por cromatografia
gasosa usando um cromatégrafo, modelo Varian CP-3800, equipado com detector
de ionizacdo de chama (CG-DIC) e com coluna capilar VF-5MS (30 m x 0,25 mm
D.I. x 0,25 um). O CG foi operado em modo splitless (250 °C), com programacao
de temperatura iniciada a 40 °C por 1 minuto, aumentando 5 °C/ min até 150 °C,
depois aumentando de 10 °C/min até 250 °C e permanecendo nessa temperatura
por 10 min. O Hélio foi usado como gas de arraste com fluxo de 1,5 mL/min.

Os espectros de massas foram obtidos através de um cromatdgrafo a gas
acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM) modelo Shimadzu QP- 2010 Plus
com ionizacdo por impacto de elétrons (70 eV), com coluna capilar DB-5 (30 m x
0,25 mm D.I. x 0,25 ym de filme). O CG foi operado em modo splitless (250 °C),
com programacédo de temperatura de 40 °C por 3 min, aumentando 7 °C/min até
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250 °C e permanecendo a esta temperatura por 10 min e Hélio foi usado como
gés de arraste com fluxo de 1 mL/min e a linha de transferéncia operou a 270 °C.

Os extratos também foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
um IVTR, Shimadzu GC2010 acoplado a um espectrofotbmetro na regidao de
infravermelho com transformada de Fourier (CG-IVTF) DiscoviIR-GC (Spectra
Analysis, Marlborough, Massachusetts, USA; 4000-750 35 cm™, resolucéo, 8 cm’
Y. A coluna capilar, o modo de injecdo e a programac&o de temperatura foram as
mesmas descritas para as analises de CG-MS (Shimadzu).

As analises dos extratos por CG-EM e CG-IVTF foram realizadas no
Laboratorio de Semioquimicos da Universidade Federal do Parana, sob
supervisao do professor Paulo Zarbin.

4.4. Indice de Kovats

Para o célculo de indice de Kovats, 1 pL de uma solucdo padrdo de
hidrocarbonetos do C10 ao C26 foi injetado no CG-DIC nas mesmas condi¢cdes
cromatograficas em que foram analisadas os extratos de volateis (MUHLEN,
2009).

Através dos cromatogramas obtidos foi realizado os célculos com base na

seguinte formula:

Kl= 100y + 100 (z-y) * (try — try)
(tr; —try)

Onde:
Try = tempo de retencédo dos compostos de interesse
Y= numero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes do composto X

Z= numero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois do composto X
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45. Bioensaios em laboratério

Os extratos obtidos foram testados em arena, onde foram analisadas as
reacdes comportamentais dos insetos fémeas e machos em relacdo aos extratos
de volateis obtidos pela aeracdo. Primeiramente foram realizados testes somente
com hexano para testar a interferéncia deste frente a atratividade dos insetos.
Posteriormente, em uma extremidade da arena foi colocado uma fonte de odor
gue consistiu em um pedaco de algoddo impregnado com extrato de fémeas, na
extremidade oposta foi colocada uma fonte de odor que consistiu um pedaco de
algoddo impregnado com extrato de macho. Um inseto macho ou fémea foi
colocado no meio da arena e seu comportamento foi observado por 15 minutos,
como pode ser observado na figura 17. Se o inseto caminhasse em direcdo a um
dos odores, era considerado como “resposta”; caso contrario foi considerada como
“ndo resposta”. Esse procedimento foi realizado com 40 insetos (20 machos e 20
fémeas), no qual 33 insetos tiveram resposta e 7 insetos sem resposta, a fonte de
odor foi renovada a cada experimento. As respostas machos e fémeas frente aos
extratos foram analisadas pelo teste Qui-Quadrado (FAVARO, 2012).

Figura 17. llustracdo de bioensaios em arena.
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4.6. Sintese do feromonio

4.6.1. Sintese do N-ciclohexil-3-pentaimina (4)

NH; Tolueno Hac/ﬁ/\cm
HaC CHy + |
Refluxo O/N

-

0

2 3 4

Uma solucdo contendo 3-pentanona 2 (3,00 g; 34,83 mmol) e
ciclohexilamina 3 (3,45 g; 34,83 mmol) em tolueno (156 mL) foi refluxada com o
uso de Dean-Stark para remocao de agua. Apds o periodo de 3 horas a solucao
foi resfriada até a temperatura ambiente, seca com Na,SO, anidro e o solvente foi
removido utilizando o evaporador rotatorio (SZCZERBOWSKI, 2016). O produto foi

obtido com 55,9 % de rendimento e utilizado na proxima etapa sem purificacao.

4.6.2. Sintese do 5-hidroxi-4-metil-3-heptanona (1)

o)
y C\)'k 1) LDA
H3C CHy + . »  HiC CH
3 /\IK\ 3 3 H  2)Acido acético ' 3 3
N 0 OH
O/ 4 5 1

A uma solucéo de di-isopropilamina (0,40 g; 4,00 mmol) em THF anidro

(8,75 mL) resfriada a 0°C, foi adicionado n-butillitio (2,4 mL; 4,00 mmol; solugéo
1,96 mol/L) e esta mistura foi agitada durante uma hora mantendo o resfriamento.
Separadamente foi preparada uma solucao de N-ciclohexil-3-pentaimina 4 (0,5 g;

3 mmol) em THF anidro (18 mL) e resfriou-se a -78°C. Sobre esta mistura foi
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adicionado a solucédo de Diisopropilamida de Litio (LDA) preparada anteriormente.
A mistura foi agitada com a temperatura mantida a -78°C durante 30 minutos,
apos esse periodo a solucéo foi colocada em banho de gelo.

Uma solucédo de propanal 5 (0,092g; 1,59 mmol) em THF anidro (2,5 mL) foi
adicionada lentamente a mistura reacional e a agitacdo continuada durante 14
horas. Apoés este periodo, foi adicionada uma solucéao de acido acético (2,8 mL em
16,8 mL de agua) e agitado durante 3 horas. O meio reacional foi extraido com
acetato de etila e a fase organica foi lavada com solucédo saturada de NaHCO3 (3
x 100 mL), solugéo saturada de NaCl, seca com Na,SO, anidro e o solvente foi
removido utilizando o evaporador rotatério (SZCZERBOWSKI, 2016). O produto foi
purificado por cromatografia em coluna utilizando gradiente hexano e acetato de
etila na proporcao 8:2, depois 2:1 e por ultimo 1:1. O produto final foi obtido com

73,49% de rendimento e com 6,38 % de rendimento global.

4.7. Caracterizacdo quimica do composto sintético

Os espectros de massas e infravermelho dos compostos sintéticos foram
obtidos por andlises dos compostos em solucdo de hexano (1000 ppm) nos
mesmos equipamentos (Shimadzu) e condi¢cdes descritas no item 4.3.

Para a obtencdo dos espectros de RMN, foi usado um espectrémetro Bruker
ARX-200® (DQ-UFPR) a 200 (*H) e 50 MHz (*3C), utilizando como solvente
cloroférmio deuterado e tendo como referencia o tetrametilsilano (TMS).

4.8. Teste de campo

Foi realizado teste de campo para avaliar a atratividade da mistura racémica
frente aos Rhinostomus barbirostris em seu habitat natural. O teste foi realizado
em outubro de 2016, em duas fazendas localizadas no municipio de Una, Bahia.

As armadilhas utilizadas foram duas do tipo balde (A) e duas do tipo tubo de
PVC (B) que tiveram suas extremidades fechadas para evitar que o0s insetos

escapassem, como pode ser observado na figura 18, nas quais foram colocados
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ependorfs furados com agulha de costura com diferentes concentracdes da
mistura racémica. Essas armadilhas foram denominadas como:

Al= composto puro 350 pL

A2= composto puro 250 pL

A3= composto puro 150uL

B= solugéo 150 pL do composto + 150 pL de hexano

Em todas as quatro armadilhas foram colocados pedacos de cana para que
aumentasse a atratividade destas. Apdés um periodo de sete dias, as armadilhas

foram retiradas para que pudesse ser feita a avaliagdo do teste.

Figura 18. Armadilhas utilizadas para a captura do R. barbirostris, A armadilha tipo
balde e B armadilha tipo tubo PVC.
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Um Segundo teste foi realizado apenas com armadilhas do tipo Tubo PVC,
no qual foram utilizadas quarto armadilhas uma contendo solugdo de 200 pL de
hexano e 200 pL do composto puro e as demais contendo 150 pL de hexano e
150 pL de composto puro. As armadilhas foram colocadas em uma Unica fazenda
em quatro pontos diferentes. Apés um periodo de sete dias, as armadilhas foram

retiradas para que pudesse ser feita a avaliacdo do teste
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5. RESULTADOS E DISCUSAO

Os cromatogramas obtidos das andlises dos volateis de adultos machos e
fémea da espécie R. barbirostris pela técnica de CG- DIC, mostraram a presenca
de dois compostos (A e B) produzidos somente pelos machos, como pode ser
observado na Figura 19.
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Figura 19. Comparacdo do cromatogramas obtidos das analises dos volateis

liberados por machos e fémeas de Rhinostomus barbirostris pela técnica CG-DIC,

mostrando o composto macho-especifico.

Os indices de Kovats para os dois compostos foram calculados utilizando
como padrao hidrocarbonetos de C10 a C26. O indice para o composto A foi 0
valor de 1073 e para o composto B o valor de 1084.

Para saber se o0s extratos que continham os compostos macho-especificos

eram atrativos, foram realizados bioensaios em arena. Neste teste, 0s insetos
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foram submetidos a duas fontes de odores, uma fonte continha o extrato dos
volateis de macho com alimento (cana-de-agucar) e a outra fonte de odor continha
o extrato dos volateis da fémea com o alimento.

Dos quarenta insetos testados sete ndo responderam, 26 insetos (13
machos e 13 fémeas) foram atraidos para a fonte de odor contendo o extrato do
macho, e apenas sete insetos foram em direcdo a fonte de odor contendo o
extrato da fémea (4 machos e 3 fémeas). Dessa forma, foi possivel observar uma
preferéncia para os extratos dos volateis de macho tanto para fémeas quanto para
machos coespecificos, evidenciando assim que ha presenca de um feroménio de
agregacdo nos extratos de volateis de macho dessa espécie. Os dados desse
teste podem ser observados no gréafico 1.

m Extrato de machos 0OExtrato de fémeas

HAK

Fémeas

20 10 0 10 20

Resposta (numero de insetos)
Grafico 1. Respostas de machos e fémeas Rhinostomus barbirostris aos extratos
de volateis produzidos pelos machos e fémeas coespecificos. Os dados foram

analisados com teste Q-Quadrado (p<0,0001).

Os feromdnios possuem caracteristicas multicomponentes, a mistura

feromonal é constituida normalmente por dois ou mais compostos. Espécies de
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mesma familia tem tendéncia de apresentar varios componentes em comum, mas,
devido a caracteristica da especificidade, ao menos um composto € diferente ou
as propor¢cbes entre eles sdo bem distintas, tornando-os assim espécie-
especificos (THOMAZINI, 2009).

Trabalhos descritos na literatura mostram que na familia Curculionidae é
muito comum feromoénios de agregacdo produzidos pelos machos, como é o caso
dos insetos da subfamilia Rhynchophorus spp., Dynamis borassi, Metamasius
hemipterus, Rhabdoscelus obscurus e Paramasius distortus (GIBLIN-DAVIS,
1996). Por exemplo, o Rhynchophorus ferrugineus, conhecido como escaravelho
vermelho, é uma importante praga de palmeiras, que tem seu feroménio de
agregacado produzido pelos machos, identificado como (4S, 5S)-4-metil-5-nonanol
(ferrugineol) (GIBLIN-DAVIS, 1996; AVALOS e SOTO, 2015). Os feromdnios de
agregacdo sdo compostos quimicos que servem para atrair individuos de uma
mesma espécie seja para alimentacdo ou para reproducdo, atraindo ambos os
sexos (GIBLIN-DAVIS, 1996).

Para a elucidacao estrutural dos compostos A e B foram realizadas andlises
dos extratos pelas técnicas de CG-EM e CG-IVTR. Os dois compostos macho-
especificos, A e B, apresentaram indices de Kovats proximos e espectros de
massas e infravermelho semelhantes, sugerindo que estes sejam
diastereoisdmeros.

No espectro de infravermelho referente ao composto majoritario (Figura 20),
foi possivel observar bandas caracteristicas da cadeia carb6nica, a banda em 968
cm™ referente ao estiramento da ligacdo C-C em alcanos, também é possivel
observar bandas em 1372 cm™ que caracteriza a presenca de um grupo metila e
suas vibracdes C-H, a banda 1457 cm™ referente a grupos metilenos e seus
estiramento C-H e as a bandas em 2878, 2939 e 2974 cm™, refere ao estiramento
C-H da cadeia carbbnica. Pode ser observada também as bandas caracteristica
de alcoois em 1100 cm™, referente ao estiramento da ligacdo C-O em &lcoois
secundarios e a banda em 3352 cm™ referente ao estiramento O-H. Por fim, foi

observada a banda em 1708 cm * referente ao estiramento C=0O de carbonilas
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alifaticas (SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1998). A partir das bandas

observadas, foi sugerido de que a molécula € uma hidroxicetona.
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Figura 20. Espectro de infravermelho do composto macho-especifico majoritario

(B) produzido por Rhinostomus barbirostris.

O espectro de massas do composto majoritario (Figura 21) apresenta como
principais fragmentagdes o pico base em m/z 57 (100%) referente a clivagem da
ligagdo C-C adjacente a fungéo cetona na posicdo C3 da cadeia carbbnica, o
fragmento m/z 86 (27%) é resultante do rearranjo de McLafferty (Figura 22), muito
comum quando se tem a presenca de um grupo carbonila e um hidrogénio na
posicao y, sendo assim, muito importante para a caracterizacdo de compostos
carbonilados. Outros fragmentos caracteristicos podem ser observados em m/z 97
(12%) referente a perda do grupo etila apdés a saida de uma molécula de agua.
Podem ser observados também o fragmento m/z 115 (6 %) referente a eliminacéo
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de um grupo etila (C;Hs), o fragmento em m/z 126 (11%) originado pela perda de

uma molécula de agua (M*-18), fragmento caracteristico de &lcoois e 0 pico m/z
143 (0,1%), referente a M* - 1 (SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1998).
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Figura 21. Espectro de massas do composto macho-especifico majoritario (B)

produzido por Rhinostomus barbirostris.
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Figura 22. Rearranjo de McLafferty resultando no fragmento m/z 86.

Através do estudo do padrdo de fragmentacdes e das bandas presentes no

espectro na regiao do IV e pela comparagdao com os dados obtidos na literatura

das estruturas identificadas para a subfamilia Dryophthorinae, a 5-hidroxi-4-metil-

3-heptanona (Figura 23) foi proposta como sendo o feromdénio de agregacéo

produzido pelos machos do R. barbirostris. Phillips et. al (1985), relataram em sua

pesquisa que os diastereoisomeros (R, S) e (R, R)-5-hidroxi-4-metilheptan-3-ona,
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em analises por CG-EM por impacto de elétrons, apresentaram tempo de retencéo
proximos e justificam a diferenca do tempo de reten¢éo pelo impedimento estérico
e por ligacdes de hidrogénio intramoleculares.

O OH

Figura 23. Estrutura quimica proposta para os compostos macho-especificos

produzidos por R. barbirostris.

Bohaman e Unelius (2009) propde a sintese dos quatros enantibmeros da
5-hidroxi-4-metil-3-heptanona e relata as porcentagens das fragmentacdes
encontradas nos espectros da analise por CG-EM, como sendo m/z 126 (15 %),
m/z 97 (14 %), m/z 86 (37%), m/z 70 (18%), m/z 69 (11%), m/z 59 (16%), m/z 57
(100 %) e m/z 55 (15%). Nas analises dos extratos de volateis dos machos de R.
barbirostris no CG-EM, como podde ser visto anteriormente, 0S espectros
apresentaram porcentagens dos fragmentos préximas a aquelas que os autores
relataram. Essa similaridade pode ser vista nos fragmentos em m/z 97 (12%), m/z
70 (18%) e m/z 55 (15%), atestando que a estrutura proposta para 0 composto
majoritario é valida.

Esse mesmo composto ja foi identificado como feromoénio de agregacéo
produzido pelos machos das espécies Sitophilus oryzae, que € um gorgulho praga
do arroz, o S. zeamais uma importante praga de milho, sendo comumente
conhecido como sitophinona (PHILLIPS et al., 1985). Este também, foi identificado
como um dos componentes feromonal para a espécie S. granarius gorgulho praga
de celeiros. Todas essas trés espécies sdo da familia Curculionidae e pertencem a
sub-familia Dryophthorinae, a mesma de R. barbirostris, comprovando que este
composto pode ser mesmo o feroménio de agregacao produzido pelo macho do R.

barbirostris (AMBROGI et al., 2009). Como dito anteriormente, mesmo que
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espécies diferentes produzam o mesmo composto a concentracdo produzida varia

entre essas especies, tornando-o assim especifico somente para aquela espécie.
A sintese racémica da 5-hidroxi-4- metil-3-heptanona 1 foi realizada para a

confirmacéo da estrutura quimica do feromdnio produzido pelo R. barbirostris. A

rota sintética foi dividida em duas etapas, como pode ser visto no esquema a

sequir:
O
NH,  Tolueno H3C/Y\CH3 H3C\)J\
H,C CH + _— + H
X /ﬁ(\ , O/ _ I
° 9
2 3 4 5
22
@] —
Il o
5| ®
o
o
I
CH,
HSCWCHS
(@] OH

Esquema 1: Rota sintética da mistura racémica 5-hidroxi-4-metil-3-heptanona 1.

Na primeira etapa foi realizada a reagdo entre a 3-pentanona 2 com a
ciclohexilamina 3 originando a N-ciclohexil-3-pentaimina 4, em 56% de
rendimento. Nessa etapa, a amina condensa com o grupo carbonila da cetona
formando um produto intermediério tetraédrico que sofre protonacdo do oxigénio,
levando assim a perda de uma molécula de agua e a formacéo do ion iminio,
gerando a imina através da transferéncia de protons para molécula da agua. O
produto foi caracterizado por CG-EM (Figura 24), onde foi possivel verificar o pico
base em m/z 56 (100 %) atribuido a (C3HsN + H), o fragmento em m/z 83 (85%)
referente ao cation ciclopentila (CgH11), 0 fragmento em m/z 86 (38%) referente a
eliminacdo de CgHyg, 0 pico em m/z 138 (36%) caracterizado pela perda de C,Hs e
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Figura 24. Espectro de massas da N-ciclohexil-3-pentaimina 4.

Foi realizado também a caracterizacdo por CG-IVTR e no espectro de

infravermelho (Figura 25) pode ser observada, a banda em 957 cm™ referente a

vibracdo da ligacdo C-C em alcanos, a banda em 1449 cm™ referente a

deformacé&o angular assimétrica de C-H de grupos metilas e a banda em 1661 cm’

! referente ao estiramento da ligacdo C=N. As bandas em 2855, 2929, 2971 cm™

correspondem as deformagbes axiais C-H em alcanos e cicloalcanos
(SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1998).
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Figura 25. Espectro de infravermelho da N-ciclohexil-3-pentaimina 4.

No espectro de RMN *H da N-ciclohexil-3-pentaimina (Figura 26) pode-se
notar dois tripletos sobrepostos na regido 6 1,0 - 1,1 (J=7,6 Hz) referente aos seis
hidrogénios dos grupos metilas nas posi¢cfes 1 e 5, ha também sobreposi¢cbes de
sinais gerando multipletos na regido © 1,1 - 1,8 referente aos hidrogénios
metilénicos nas posi¢des 7, 8, 9, 10 e 11 do ciclo , pode-se observar também dois
guartetos na regiao 6 2,1 — 2,3 (J=7,6 Hz) referente aos dois grupos metilenos da
cadeia nas posicbes 2 e 4, totalizando 4 H. Também foi possivel observar um
multipleto na regido & 3,2 - 3,3 referente ao hidrogénio da metenila na posicéo 6

ligada ao nitrogénio.
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Figura 26. Espectro de RMN de *H da N-ciclohexil-3-pentaimina 4 (CDCl).

No RMN de *C (Figura 27), pode ser observada a presenca do sinal
caracteristico do carbono C3 ligado ao nitrogénio com uma dupla ligacdo em &
170, 1 ppm, assim como o sinal em & 55, 9 que representa o deslocamento do
carbono metenila C6 do anel que esta ligado ao nitrogénio. O deslocamento em &
31,5 simboliza os carbonos C7 e C11, o deslocamento em & 23,3 representa os
carbonos C8 e C10 do anel. Pode ser observado também os sinais em & 22,4
referente ao C9 e em & 20, 6 referente aos C2 e C4 e, por fim, o deslocamento em

0 9,2 referente as metilas C1 e C5.
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Figura 27. Espectro de RMN de **C da N-ciclohexil-3-pentaimina 4 (CDCls).

Através do espectro de RMN de DEPT 135 (Figura 28) p6de-se confirmar a
presenca de sete CH, referentes tanto da cadeia carbdnica quanto do anel 6 20,1-
34,0 e a presenca de uma metila & 10,0. O deslocamento em & 58,4 referente ao

carbono C6 do anel ligado ao nitrogénio
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Figura 28. Espectro de RMN de DEPT 135 da N-ciclohexil-3-pentaimina 4 (CDCls).

A sintese da N-ciclohexil-3-pentaimina foi relatada por Suzuki et. al (2004)
0s quais também partem da reacdo de uma cetona com uma amina e utiliza como
solvente hexano, obtendo o produto final com 94,5% de rendimento. Comparando
com o nosso rendimento de apenas 56%, o rendimento maior pode estar
associado ao tempo de reacao, ja que eles deixaram a reacéo por 24 horas e nés
trés horas.

Segundo Suzuki et. al (2004), a banda de infravermelho que caracteriza a
formacdo da imina é 1664 cm™ e em nossas anélises essa banda foi encontrada
em 1661 cm™, diferindo apenas em trés unidades. Quando comparados o0s
deslocamentos de RMN de *H com o relatado na literatura ha uma certa diferenca
entre os sinais devido a presenca de subprodutos na mistura. Suzuki et. al (2004)
relata um multipleto em & 1,0-1,10 para as metilas na posicdo 1 e 5, os sinais
referentes aos metilenos do anel que nao foram possiveis de separar em nossas

analises, foram separados pelos autores e descritos como multipleto para o0s
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respectivos hidrogénios. Quando comparado o sinal do hidrogénio na posicédo 6
sdo muito proximos, sendo relatado entre 3,05-3,08 ppm. Os deslocamentos de
RMN de 'C que caracterizam a formacdo da imina relatados por eles estdo em
172, 4 ppm para o C3 e 58,22 ppm para o carbono C6 (SUZUKI, 2004).
Comparando os dados de RMN *H e *C relatados na literatura e os encontrados
nas analises pode-se observar que os valores foram bem préximos, confirmando
assim o sucesso na obtencéo da imina.

Na segunda etapa da rota sintética foi utilizada o LDA para formacao do
anion correspondente ao composto N-ciclohexil-3-pentaimina 4, tornando-o apto
para a condensacao com propanal 5. Apés a condensacao, a imina foi hidrolisada
com acido acético em @&gua resultando assim como produto final a mistura
racémica da 5-hidroxi-4-metil-3-heptanona 1 (73% de rendimento). O 5-hidroxi-4-
metil-3-heptanona 1 na andlise por CG apresentou dois picos, os quais foram
denominados como sintético A e sintético B, correspondendo aos dois pares de
enantiomeros. Estes apresentaram espectros de massas semelhantes, como pode

ser visto na figura 29.
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Figura 29. Espectro de massas do sintético da 5-hidroxi-4-metil-3-pentanona 1A e
1B.

Os espectros de infravermelho obtidos dos dois diastereoisdmeros (Figura
30) foram também bem semelhantes, onde as bandas de absor¢des diferem em
poucas unidades, podendo assim, correlacionar as mesmas absor¢cbes para os

dois.
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Figura 30. Espectros de infravermelho do 5-hidroxi-4-metil-3-heptanonalA e 1B.
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A caracterizacdo da mistura racémica também foi realizada por RMN de *H
(Figura 31). Alguns sinais dos hidrogénios dos pares de diastereoisomeros se
sobrepuseram, assim, foi possivel observar um multipleto em & 3,58-3,88 referente
ao hidrogénio carbindlico em C5, o multipleto entre & 2,2-2,9 referente a
sobreposicao de sinais dos hidrogénios em C2 e o sinal do hidrogénio em C4, o
multipleto em & 1,4-1,6 referente aos dois hidrogénios em C6 e no deslocamento
entre & 0,95-1,15, pode-se observar um multipleto, correspondendo o sinal de 9

hidrogénios metilicos em C1, C7 e C8.
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Figura 31. Espectro de RMN de 'H da 5-hidroxi-4-metil-3-heptanona racémica
(CDCly).

59



No espectro de RMN de **C (Figura 32), devido a molécula possuir
diastereoisdmeros alguns sinais foram duplicados. Como pode ser notado no
espectro da figura 31, ha presenca de seis sinais entre & 7,5-14,2 referentes aos
carbonos C1, C7 e C8 e os sinais em 0 26,9 e 27,5 s&o referentes ao carbono C6.
Pode ser observado também sinais em & 35,1 e 36,0 referente carbono C2, os
deslocamentos & 49,3 e 50,6 referente ao carbono C4, o sinal do carbono
carbindlico C5 em & 72,6 e 75,0 e, por fim, o deslocamento caracteristico da

carbonila C3em 0 216, 7.
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Figura 32. Espectro de RMN de '3C da 5-hidroxi-4-metil-3-heptanona racémica
(CDCls).
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Nao ha nenhum relato na literatura de sintese da mistura racémica do
composto 5-hidroxi-4-metil-3-heptanona. Bohman e Unelius (2009) relataram na
sintese dos quatros enantidmeros desse composto, deslocamentos do RMN de *H
referentes ao hidrogénio carbindlico em C5 entre & 3,62-3,82, valores bem
proximos ao encontrado no padréo sintético racémico. Os sinais do hidrogénio da
hidroxila ndo foram relatos, e como eles sintetizaram e purificaram cada um dos
enantibmeros, conseguiram a separacdo dos outros sinais que ndo conseguimos.
Na anélise do feroménio sintético por RMN de *3C pode-se observar os sinais
caracteristicos dos carbonos pertencentes aos grupos funcionais. Bohman e
Unelius (2009) relataram deslocamento entre & 217 para a carbonila C3 e o
carbono carbindlico C5 entre & 72-75 diferindo poucas unidades quando
comparado com nossas analises.

Na comparacdo dos espectros de massas (Figura 33) e infravermelho
(Figura 34) do composto sintético 1B com o composto majoritario B, nota-se uma
grande similaridade, inclusive para as bandas entre 900 cm™ e 1400 cm™ no

espectro infravermelho, que constituem a “impressao digital da molécula
(SILVERSTEIN, BASSLER, MORRILL, 1998), confirmando que a estrutura

atribuida ao feromonio esta correta.
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Apés a obtencdo do composto sintético foi realizada a coinjecdo com o
produto natural para que a estrutura quimica proposta para o feroménio fosse
comprovada. Tanto o composto majoritario quanto o minoritario co-eluiram com os
compostos sintéticos 1A e 1B, confirmando assim a estrutura proposta. Como
pode ser observado na figura 35 os compostos sintéticos 1A e 1B possuem o
mesmo tempo de retencdo que 0s compostos produzidos pelo macho da espécie

R. barbirostris.

Sintético

Natural

Figura 35. Comparagcdo entre o tempo de retencdo da 5-hidroxi-4-metil-3-

heptanona 1A e 1B com os compostos produzidos por R. barbirostris.

Para muitas espécies a quiralidade dos compostos interfere na atracéo dos
seus coespecificos. Dentro da familia Curculionidae, existem relatos de insetos
que séo atraidos pela mistura racémica, como no caso de Pissodes strobi e P.
approximatus, que séo capturados por armadilhas contendo a mistura racémica do
grandisol e grandisal (BOOTH, 1983).

64



Existem também espécies que sdo atraidas pelos enantibmeros
especificos, como no caso da Conotrachelus humeropictus, praga de cacau e
cupuacu que mostra atratividade somente para (1R, 6R) -2,2,6-trimetil-3-oxabiciclo
[4.2.0] octan-4-ona (SZCZERBOWSKI et al.,, 2016). O mesmo acontece com 0
besouro soldado Chauliognathus fallax que é atrativo para o (Z)-tricos-11-eno
(VIDAL, 2016). Outro exemplo € da espécie Conotrachelus psidii, praga de goiaba
que é atraido apenas para o (1R, 2S, 6R)-papaynal e a espécie praga de
palméaceas Dynamis borassi, que demostrou atratividade para o (4S-5S)-4-metil-5-
nonanol (GIBLIN-DAVIS, 1997), sendo essa mesma mistura usada para captura
da espécie R. ferrugineus (VACAS, 2014).

Apos a confirmacédo da 5-hidroxi-4-metil-3-heptanona como feroménio de R.
barbirostris, foi proposta a rota biosintética. A biossintese dessa molécula ocorre
pela condensacdo de trés unidades de propianato, seguida de uma
descarboxilacdo. ApOs essa etapa, ocorre a reducdo gerando assim a molécula
alvo, como pode ser visto no esquema 2 (MORGAN, 2004).

CH;  CHj

OH OH OH OH
E—
0 o) o) o o)

@)

Zoo_

CHj, CH,
H3CWCH3 — H3CWCH3
@) OH @) @)

Esquema 02. Rota biossintética proposta da 5-hidroxi-4-metil-3-heptanona.

Os coledpteros possuem diversas vias bioquimicas, sendo que muitas
substancias produzidas por estes besouros tem como precursores unidades de

propianato e acetato. O coledptero Carpophilus freemani possui como maior
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componente feromonal o 5-etil-3-metil-2,4,6-nonatrieno e sua biossintese é
realizada através de uma molécula de acetato, uma de propianato e duas de
butirato no qual sofrem etapas de condensacéao, reducéo do grupo carbonila, entre
outras reacbes até a producdo do composto desejado (MORGAN, 2004;
PETROSKI et al, 1994).

Com a mistura racémica da 5-hidroxi-4-metil-3-heptanona, foram realizados
testes de campo com 2 tipos diferentes de armadilhas e 4 concentragbes do
feromonio, a fim de se saber qual tipo de armadilha e a qual concentracdo teria
maior eficacia para a captura de R. barbirostris. Como dito anteriormente, alguns
feromdnios da familia Curculionidae se mostram mais eficazes na atracdo quando
associados alguma fonte de alimento, com isso, todas as armadilhas continham
cana-de-acucar junto com a mistura racémica. Apos um intervalo de sete dias as
armadilhas foram desfeitas.

Na armadilha de tubo PVC Al n&o houve captura de inseto, na armadilha
do tipo balde A2 houve captura de Metamasius hemipterus e Rhynchophorus
palmarum, na armadilha A3 tipo balde houve captura apenas de M. hemipterus e
na armadilha B tipo PVC houve captura de dois R. barbirostris macho. O fato de
haver captura de M. hemiterus e R. palmarum nas armadilhas se deu pela
presenca de atrativos alimentares, no caso os pedacos de cana de acUcar. Moura
et al (1997) e Navarro et al (2002) afirmam que o R. palmarum tem atracéo por
pedacos de cana de acuUcar, estipes de coco e abacaxi, € 0 mesmo ocorre com 0
M. hemiterus que além de ser uma importante praga de palmaceas, também é
praga de cana de acucar (AMBROGI et al, 2009).

No segundo teste de campo realizado somente com armadilhas do tipo tubo
PVC, no qual foram utilizadas quatro armadilhas contendo a mistura do composto
sintético e hexano, que foram colocadas em diferentes lugares de uma plantacéo
de coco. Apdés um periodo de sete dias as armadilhas foram retiradas para que
pudesse ser feito a contagem dos insetos capturados, a tabela abaixo mostra o

namero de insetos macho e fémea que foram capturados em cada armadilha.
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Tabela 2: Numero de insetos machos e fémeas capturados em cada
armadilha de tubo PVC.

Concentracao Insetos capturados
Macho Fémea
Solucéo 200 pL do composto + 200 13 5
UL de hexano
Solucéo 150 pL do composto + 150 2 1

UL de hexano

Solugéo 150 pL do composto + 150 - -
uL de hexano

Solugéo 150 pL do composto + 150 1 -
puL de hexano

Como pode ser visto na tabela acima, no segundo experimento foi
capturado um namero maior de insetos, sendo a armadilha de maior concentracao
a que capturou mais insetos, esse fato se deve a area em que a armadilha foi
colocada que além de possuir plantas infestadas possuia também plantas novas.

Segundo o pesquisador Dr. José Inacio Lacerda Moura, em experimentos
anteriores utilizando o Rincoforol, ou somente atrativos alimentares nunca houve
relatos de captura de R. barbirostris, 0 que torna evidente que a 5-hidroxi-4-metil-
3-heptanona é realmente o feroménio de agregacdo produzido por esta praga e
gue a mistura racémica é atrativa. Dentro da familia Curculionidae ha casos que
as misturas racémicas apresentam atividade biolégica, como exemplo as espécies
R. palmarum, R. cruentatus, R. phoenicis e R. ferrugineus (OEHLSCHLAGER,
2016; TORRENS, 2015).
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6. CONCLUSOES

Através da coleta dos volateis pelo método de aeracédo, foram identificados
dois compostos produzidos exclusivamente por insetos machos da espécie
Rhinostomus barbirostris, importante praga da cocoicultura brasileira. Os extratos
gue continham estes compostos apresentaram bioatividade, atraindo tanto os
individuos machos quanto fémeas, confirmando que estes se tratavam de
feromonios de agregacao.

Para a elucidacdo estrutural desses dois compostos foram utilizadas as
técnicas de CG-EM e CG-IVTF e, através das analises das fragmentacdes e
absorcdes presentes nos espectros correspondentes, esses dois compostos foram
elucidados como diastereoisdbmeros da 5-hidroxi-4-metil-3-heptanona, ja sendo
identificada como feromé6nio de agregacdo para as espécies Sitophilus spp,
pertencente a mesma subfamilia do R. barbirostris.

A sintese racémica foi realizada em duas etapas, sendo a confirmacéo
estrutural realizada através da comparacdo do tempo de retencdo entre o
composto sintético e os extratos de machos e dos espectros de massas e
infravermelho. Os testes em campo com armadilhas do tipo tubo PVC
contendo solugdo do composto sintético e hexano se mostraram eficientes para a
captura do R. barbirostris.

Em pesquisas futuras podera ser realizada a separacdo dos quatro
estereoisOmeros para que possa ser identificado quais isbmeros estdo presentes
na mistura feromonal e assim determinar os enantibmeros e as proporc¢oes
produzidos por R. barbirostris.

A partir destes resultados, possibilita-se o desenvolvimento da primeira
metodologia eficaz de monitoramento e controle de Rhinostomus barbirostris,
podendo assim aumentar a producdo de coco no pais e no mundo. Além disso,
este trabalho contribui com informacgdes para os bancos de dados das estruturas
quimicas de feromoénios ja identificados e com importantes informacfes sobre a

ecologia quimica da familia Curculionidae.
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