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RESUMO

A mosca da fruta é uma das principais pragas agricolas. Neste trabalho determinou-se a
composicdo volatil do nutriente FNI 210 (proteina alimentar) e dos extratos de cinco plantas: Cedronella
canariensis, Eucalyptus globulus, Laurus novocanariensis, Myrtus communis e Ruta chalepensis e
avaliou-se 0 seu potencial atrativo e repelente em moscas adultas num olfatdmetro em Y. A composicdo
volatil do nutriente e dos extratos foi semelhante a encontrada por outros autores e apresentou

compostos atrativos para a mosca da fruta.

Nos bioensaios com o olfatdmetro as moscas foram atraidas a proteina mas a percentagem média
de respostas variou de acordo com o sexo, estado sexual, idade e nimero de individuos por grupo sendo
mais alta aos 8 dias em grupos de 5. No geral, as fémeas virgens responderam mais do que as néo
virgens e mais do que 0s machos virgens. O numero de insetos que se dirigiram a proteina foi superior na
primeira repeti¢do nos primeiros 10 e 20 minutos. Contudo, em todos os bioensaios houve um ndmero

elevado de individuos nédo responderam.

Nos bioensaios das plantas a resposta do mesmo grupo de 5 individuos com 8 dias foi testada trés
vezes no olfatdmetro pela ordem seguinte: sem amostra, com proteina e com extrato de planta. Nos trés
casos as respostas dos adultos variaram de acordo com o sexo e estado sexual. As percentagens médias
de respostas aos extratos foram superiores as obtidas nos ensaios sem amostra e menores que a
proteina, a exce¢do do extrato de L. novocanariensis que apresentou um potencial atrativo superior ao da
proteina nos machos virgens. Nos testes com o extrato, as respostas ao brago com amostra foram
superiores ao brago sem amostra, a excecdo das respostas das fémeas ndo virgens ao extrato de R.

chalepensis, 0 que sugere ser esta a Unica planta com potencial repelente.

Palavras-Chave: Mosca da fruta, Atrativos, Repelentes, Extratos de plantas, Compostos volateis,

Olfatometro
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Analyses of the volatile composition of the nutrient FNI 210 used by Ceratitis capitata
(Wiedemann, 1824) and the extracts of different plant species. Evaluation of the attractive and

repellent potential of plant odors

ABSTRACT

The fruit fly is a major agricultural pest. In this work we determined the volatile composition of the
nutrient FNI 210 (protein food) and extracts of five plants: Cedronella canariensis, Eucalyptus globulus,
Laurus novocanariensis, Myrtus communis and Ruta chalepensis and evaluated its attractive and repellent
potential in adult flies in a Y olfactometer. The volatile composition of the nutrient and the extracts was

similar to that found by other authors and presented compounds attractive to the fruit fly.

In the olfactometer bioassays flies were attracted to protein but the mean percentage of responses
varied with gender, sexual state, age, number of individuals per group being higher in individuals of 8 days
old in groups of 5. Overall, virgin females responded more than non- virgins and more than virgin males.
The number of insects that select the arm with protein was higher in the first repetition in the first 10 and

20 minutes. However, in all bioassays a large number of individuals did not respond.

In plant bioassays of the same group of 5 individuals of 8 days old insects response was tested
three times in the olfactometer according to the following order: no sample, protein and plant extract. In all
three cases the responses of adults varied according to sex and sexual condition. The mean percentages
of responses to the extracts were higher than those obtained in tests without sample and smaller than
those with protein, with exception of the extract of L. novocanariensis that presented an attractive potential
higher than the protein in virgin males. In the tests with plant extracts, the responses to the arm with
sample were superior than to the arm without sample, except for the response of virgin females to the

extract of R. chalepensis, which suggests that this is the only plant repellent potential.

Keywords: Fruit fly, Attractive, Repellents, Plant extracts, Volatile compounds, Olfactometer.
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Introdugéo 2013

1. INTRODUGAO

A familia Tephritidae inclui muitas espécies de moscas que sdo pragas de culturas de frutos em
todo o mundo. As espécies que constituem as pragas economicamente mais importantes pertencem aos
géneros de Anastrepha Schiner, Bactrocera Macquart, Ceratitis Macleay e Dacus Fabricius. O género
Ceratitis engloba cerca de 78 espécies, entre elas a espécie Ceralitis capitata (Wiedmann, 1824) é

considerada a praga com maior incidéncia [1 - 3].

A mosca da fruta ou mosca do mediterréneo Ceratitis capitata é extremamente polifaga, capaz
de atacar mais de 250 variedades de frutos e vegetais [4,5]. Esta mosca registou-se pela primeira vez
como praga contra o desenvolvimento da fruticultura da Madeira em 1829, sendo hoje, capaz de atacar
mais de 40 espécies de diferentes frutos, além dos seus hospedeiros primérios (ex. péssego, goiaba)

também pode ocorrer em hospedeiros secundéarios como plantas horticolas [6, 7].

A Madeira pela sua orografia & pouco apropriada para a produgao agricola em grande escala, no
entanto, a producdo em pequena escala € importante para as populagGes locais. Na costa norte da ilha,
entre os 700 m aos 1800 m de elevacao, a temperatura € geralmente mais baixa, com chuvas e ventos
fortes e abundantes, e aqui este inseto causa poucos estragos porque os frutos que surgem no inverno
ou no principio da primavera escapam ao seu ataque [6, 7]. No entanto, na costa norte e sul dos 0 m aos
700 m de elevacdo, principalmente até aos 600 m, as condi¢des climaticas sdo favoraveis ao
desenvolvimento da mosca da fruta, e portanto os frutos sao fortemente infestados durante todo o ano [6],

sendo que em média por ano os danos causados estimados em cerca de 2,5 milhdes [7].

A fémea é a responsavel pelos prejuizos causados nos frutos devido as picadas efetuadas
aquando da colocagdo dos ovos e posterior alimentagdo larval. As picadas podem ainda facilitar a
infestacdo dos frutos por agentes patogénicos como os fungos e as bactérias ou podem provocar a queda
dos mesmos antes de estes terem atingido a sua maturagéo fisiolégica. Mas, é na fase larval que o inseto
causa 0s maiores prejuizos, a larva destroi a polpa dos frutos ou as suas porgdes sucosas. Além disso,
as marcas resultantes da oviposicao afetam a estética do fruto reduzindo a sua qualidade no mercado e

provocando graves danos econdmicos [6].

O estudo das carateristicas genéticas tém vindo a evidenciar a Africa como o local de origem
desta mosca [8]. Desde aqui, este inseto tera alargado a sua area de distribuicdo por outros continentes.
Com frequéncia a disperséo desta espécie tem sido auxiliada inconscientemente pelo homem através do
transporte de frutos infestados com ovos e/ou larvas. Além disso, este inseto apresenta um grande
potencial invasivo devido a sua capacidade de adaptar-se com facilidade a novos habitats tropicais e
temperados, ao elevado numero de geragbes anuais e ao elevado numero de plantas hospedeiras onde

se podem desenvolver [6, 8]. A primeira vez que C. capitata foi identificada como praga de frutos foi em
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1829 por Macleay ap0s ter sido enviada dos Agores para a Inglaterra [9, 10]. Em menos de 100 anos esta
espécie expandiu-se por todas as areas continentais, primeiro pela Europa (1842), Australia (1897), nova
Zelandia (1901), Egipto (1904), Asia (1904) e América (1955) [8,10].

Desde o conhecimento desta mosca como praga agricola, muito esfor¢o tem sido despendido na
tentativa de controlar as populagdes na natureza. Tanto na Madeira como a nivel mundial, o controle
desta praga tem sido tradicionalmente realizada através da utilizagao de produtos quimicos e da técnica
do inseto estéril (SIT) [11, 12]. A SIT baseia-se na producdo em massa de machos esterilizados. Estes
sao libertados periodicamente em areas onde a praga existe de forma a procurar o acasalamento com
fémeas selvagens, tornando assim os seus ovos inviaveis e evitando desta forma a geragdo de
descendentes. Para que esta técnica seja bem-sucedida é necessaria a monitorizagéo efetiva do numero
de individuos antes e ap0s a largada de insetos estéreis para verificar se houve ou ndo decréscimo na
populagao. No entanto, esta técnica apresenta algumas desvantagens entre as quais se podem destacar
(i) elevados custos de producéo e irradiagdo de machos para torna-los estéreis; (ii) 0 sucesso da técnica
estd dependente da capacidade dos machos estéreis em acasalar com as fémeas selvagens e (iii) as

fémeas devem acasalar-se de preferéncia apenas uma Unica vez durante toda a sua vida [12, 13].

Por estas razdes e também porque a comercializagdo de muitos produtos quimicos (agro-
toxicos) utlizados contra a mosca da fruta estarem a ser proibidos devido aos sérios problemas que
podem causar na natureza e na saude publica, tornou-se necessario o desenvolvimento de métodos

alternativos [14].

A utilizacdo de produtos naturais para o controlo de C. capitata € uma alternativa que tem vindo a
despertar o interesse de muitos pesquisadores. Entre estes destacam o uso de substancias naturais
como 6leos essenciais ou extratos de plantas que possam atuar de diferentes formas, como inseticida ou
repelentes [14]. Algumas dessas pesquisas incluem extratos da casca de Citrus aurantium L. recolhidos
com éter de petrdleo [15], 6leos essenciais extraidos de Thymus capitatus L., Thymus herba-barona
Loisel, Rosmarinus officinalis L., Salvia officinalis L., Cinnamomun zeylaniculum Nees [16] e Ocimum
basilicum L. e os seus compostos maioritarios (trans-anethole, estragole e linalol) [17] os quais foram
adicionados na alimentagdo dos adultos para ver o seu efeito insecticida. A formulagdo comercial de nem
obtida de Azadirachta indica A. foi adicionada em diferentes concentragdes na alimentagao dos adultos
para verificar os efeitos sobre a fecundidade e longevidade [18]. Extratos da casca do limao Citrus limon
L. obtidos com diferentes solventes (éter dietil, acetato de etilo e metanol) foram adicionados & dieta
natural das larvas e & alimentacdo das fémeas para verificar o seu efeito inseticida [19]. Oleos essenciais
de 3 espécies de frutos de Citrus sinensis L., C. limon L. e C. aurantium L. também foram adicionados na
alimentagdo das larvas para verificar o seu efeito inseticida [20]. Diferentes concentragdes do dleo de
marmeleiro Croton grewioides Baill foram aplicados nas pupas para avaliar a sua emergéncia [21]. O

composto p-vinilfenil isolado de Elaphoglossum piloselloides C. Presl. foi testado para verificar o seu
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efeito no comportamento das fémeas durante a oviposigdo [22]. Os 6leos essenciais recolhidos de
Tagetes minuta L., Tagetes rupestres Cabrera, Tagetes terniflora Kunth e Tagetes filifolia Lag. foram
utilizados para avaliar a sua toxicidade e resposta olfativa nos adultos de C. capitata [23]. Diferentes
concentracdes do produto Proagrim (componente mineral enriquecido com 1% de 6leo de Azadirachta
indica A.), e 6leos essenciais de Foeniculum vulgare Mill. e Citrus sinensis L. foram aplicados sobre frutos
para verificar 0 seu efeito inibitério ou repelente na oviposi¢do das fémeas e no desenvolvimento das

larvas [14].

Da pesquisa efetuada consta-se que sdo poucos os trabalhos com C. capitata onde tenha sido
testada a atividade atrativa/repelente de 6leos essenciais ou extratos de plantas. Assim, e de modo a
procurar novos atrativos e repelentes, foi desenvolvido este estudo. Os objetivos deste trabalho foram
essencialmente dois. O primeiro extrair e identificar os componentes volateis do nutriente FNI 210,
conhecido por ser uma proteina alimentar utilizada na alimentagdo dos insetos, e de diferentes plantas da
Madeira conhecidas por serem repelentes para diversas espécies de insetos. Como técnica analitica
extrativa para isolar os metabolitos volateis foi escolhida a microextracdo em fase sélida em modo de
headspace (HS-SPME) combinada com a cromatografia gasosa hifenada & espetrometria de massa (GC-
MS) para a separagéo e identificagdo dos metabolitos. O estabelecimento da composicdo volatil das
diversas plantas em anélise possibilitara a sua diferenciagdo bem como o conhecimento dos compostos

maioritarios e mais representativos de cada uma delas.

O segundo objetivo foi testar a sua atividade biologica (efeito atrativo ou repelente) do nutriente
FNI 210 e dos extratos das plantas no comportamento da mosca da fruta em insetos criados em
laboratédrio utilizando um olfatémetro em forma de Y. Para aferir os possiveis efeitos do olfatdmetro e
outros parametros no comportamento das moscas, foram realizados diversos testes de modo a
estandardizar as condigdes ambientais de realizagdo dos testes (luminosidade, temperatura e humidade),
as carateristicas das moscas (sexo, idade e estado sexual); as condigbes do olfatémetro (posigéo, fluxo
de ar e fundo) e as carateristicas dos bioensaios (nimero de moscas por ensaio, tempo de duragio e

numero de réplicas).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biologia e Orgdos Sensoriais de Ceratitis capitata
2.1.1 Carateristicas Bioldgicas

2.1.1.1 Ciclo de Vida

Ceratitis capitata apresenta um ciclo de vida constituido por 4 estadios de desenvolvimento: ovo,

larva, pupa e adulto com diferente durag&o em cada um deles (Tabela 1).

Ovo - branco e translucido (Fig. 1 a) com cerca de 1,0 mm de comprimento e cerca 0,23 mm de
largura [6]. E colocado pela fémea geralmente no interior de um fruto. A fase de ovo dura cerca

de 2 a 5 dias, variando consoante as condigdes climaticas [24].

Larva - reside na parte polposa do fruto. E de cor branco. A fase larval tem trés estadios de
tamanhos diferentes. Quando atinge o desenvolvimento larvar, a larva salta do fruto para o solo
onde se enterra para iniciar a nova fase de pupa (Fig. 1 b). Os saltos podem atingir um
comprimento de 20 ¢cm e uma altura de 15 cm [24]. Nesta fase as larvas sdo vulneraveis ao
ataque de predadores (ex. formigas e parasitéides) [25 — 27]. A fase larval dura cerca de 10 a 19
dias, variando consoante as condi¢des climaticas e o estado de maturagéo e ou conservacédo do
fruto [24].

Pupa - de cor castanho (Fig. 1 c), mede cerca de 2,75 a 4,85 mm de comprimento e tem 1,6 a
2,4 mm de largura; estas dimensdes dependem do tamanho que a larva chega a atingir no final
do terceiro estadio de desenvolvimento [24]. No momento em que as pupas atingem o solo,
penetram até uma profundidade de cerca de 5 cm. Esta profundidade muitas vezes néo é
suficiente para proteger a pupa de temperaturas extremas (frio ou calor) e dos predadores (ex.
formigas e parasitéides), sendo por isso, estas as principais causas da mortalidade de pupas
[27]. A fase de pupa varia de 6 a 13 dias [25] dependendo das condicbes ambientais,

composicao solo e teor de humidade [24, 28, 29].
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Figura 1:Etapas do ciclo de vida de Ceratitis capitata. a) ovo; b) larva; ¢) pupa; d e e) adultos machos e fémeas,
respetivamente.
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o  Adulto - ¢é de cor amarelo — acinzentado e tem um comprimento que varia de 3 a 6 mm [24]. Na

fase de larva e pupa néo apresenta dimorfismo sexual, e portanto, j& nos adultos, machos e

fémeas podem distinguir-se quanto & diferengas entre as regibes cefalica e abdominal [24] (Fig.

1 d). Os machos apresentam um par de sedas espatuladas na regido fronto-orbital anterior. As

fémeas ndo possuem um par de sedas e apresentam um abdémen um pouco mais comprido e

pontiagudo do que os machos [24]. O maior tamanho do abdémen das fémeas é atribuido a

capacidade em produzir e armazenar ovos [30]. A longevidade dos adultos depende

principalmente da alimentag&o e das condigdes climaticas [31 — 33].

Tabela 1:Resumo das carateristicas das varias fases do ciclo biolégico de C. capitata a 2542 °C.

Fase Carateristicas Valores Ref.
Ovo | Periodo de Incubagédo 2-5 dias [24, 33]
NUmero de ovos por fémea 300 a 1000; média de 700 | [31, 34]
Larva | Duragao do periodo larvar 10-19 dias [33]
Duragao do periodo pré-pupal (tempo que a larva demora 3-68h [24]
Pupa | até formar pupa)
Profundidade do solo a que se enterram as larvas antes de Até cerca de 5 cm [28]
pupar
Duragao do desenvolvimento da pupa 6-13 dias [33]
Idade a que atingem a maturidade sexual (disponibilidade de | 48h apds eclosdo [35]
emitir ou receber o estimulo que leva a corte)
Idade a que atingem a maturidade reprodutiva (esperma 33 logo apos eclosio; [35]
maével ou presenca de ovos) Q< 4 dias apos eclosao;
NUmero e vezes que copulam durante a vida Q< 1 ou varias [36 - 38]
33 vérias
Adulto | Duracéo da copula 144 a 179 minutos; [24, 39]
média de 2,5 h
Ovos por postura 3a7 médiaéde 4 [24]
Posturas por dia média de 3 [24]
Longevidade dos adultos (machos e fémeas) 40 a 60 dias [33, 40]

1.1.1.2 Acasalamento

Em geral, durante a reprodugéo de C. capitata existe competicdo entre machos pelas fémeas,

existem ainda rituais de namoro, seguindo-se a cdpula, a inseminagao e por fim, uma vez fertilizados os

ovos decorre a oviposiGao.
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Apbs eclosdo, que geralmente ocorre sobre a madrugada [29, 41] os adultos passam por um
periodo de pré-fecundagéo antes da primeira copula. A duragdo deste periodo depende essencialmente
das condi¢bes climaticas e da natureza dos alimentos ingeridos [24]. Em condi¢Bes naturais normalmente
0s machos sdo 0s primeiros a atingirem a maturidade sexual, e posteriormente, formam leks ou grupos
de 3 ou 4 individuos [39, 42 - 44] para defender folhas individuais, ramos ou frutos da planta hospedeira
como o seu territdrio de acasalamento [45, 46] A escolha da arvore e do local dentro da arvore para o
acasalamento varia em fungéo das condigdes climaticas (temperatura, humidade e intensidade da luz), do

risco de predagao, dos recursos nutricionais disponiveis e da presenga de outros machos [45, 47].

Uma vez selecionado o local, os leks de machos emitem sinais de acasalamento para atrairem
as fémeas. Estes sinais consistem em sinais auditivos (zumbido), sinais visuais (batimentos vigorosos das
asas) e sinais olfativos (feromona sexual) [48]. Muitas vezes, os machos competem com machos rivais
pelo acesso as fémeas. Apds a chegada da fémea, o macho acrescenta aos sinais anteriores ainda
estimulos tateis [49 — 51]. A escolha do macho para a copula é feita pela fémea. Durante a copula o
macho sobe no dorso da fémea e executa varios movimentos, cuja fungio esta relacionada com a
transferéncia dos seus espermatozdides. Estes ficam armazenados na espermateca e sdo nutridos e

mobilizados quando necessario para a fertilizacdo dos ovos na altura de oviposi¢do [49].

A duracédo da cépula é varidvel, em média dura cerca de 2 h e 30 minutos [24, 52] e esta
positivamente associada tanto a quantidade dos espermatozoéides armazenados na fémea [53], e ainda
com o estado nutricional dos adultos [54]. As copulas ocorrem geralmente no inicio da manha e ao final
da tarde [55]. Os machos podem acasalar muitas vezes, enquanto, que as fémeas podem acasalar varias
vezes ou apenas uma Unica vez durante toda a vida, dependendo se a cépula foi ou néo eficaz na

transferéncia de espermatozoides para a sua espermateca [36 — 38].

1.1.1.3 Oviposi¢do

Um comportamento decisivo para a oviposicdo é a escolha da planta hospedeira. A planta
hospedeira devera ser adequada para o desenvolvimento da larva, uma vez que esta no tem mobilidade
e depende para a sua sobrevivéncia dos recursos nutricionais fornecidos pela planta selecionada pela
fémea adulta [40, 56 - 58]. A escolha do hospedeiro pela fémea ainda ndo esta bem compreendida, no
entanto, uma conjugagé@o de propriedades fisicas e quimicas do fruto como sinais visuais, olfativos e
ainda o valor nutricional permitem a fémea selecionar o melhor fruto para colocagéo dos ovos [29] . C.
capitata apresenta elevada flexibilidade quanto aos locais de postura selecionados o que se reflecte na
capacidade de colonizar diversos habitats e aceitar como hospedeiros até mesmo frutas que s&o

incapazes de permitir o desenvolvimento larval na auséncia de outras [40, 59].
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Apbs o acasalamento e antes de iniciar as posturas a fémea passa por um periodo de pré-
oviposicéo variavel dependendo das condigbes climéticas e da existéncia de hospedeiros. Durante este
periodo a fémea procura os frutos mais aromaticos e polposos para efectuar a postura [24]. Quando os
frutos numa determinada regido se tornam escassos a competi¢do entre as fémeas pelas frutas restantes
é intensa. As fémeas tém a capacidade de se dispersar rapidamente, as vezes, dispersam-se por longas
distncias em busca de novas plantas hospedeiras com frutos acetaveis [59]. Para localizar um fruto
individual as fémeas utilizam uma variedade de carateristicas morfolégicas como a forma, o tamanho e a
cor. No geral preferem frutos grandes, com forma circular e com cores variando de amarelo a esverdeado
[60, 61].

Apds a fémea pousar sobre o fruto, avalia se este € ou ndo aceitavel para a colocagao dos seus
ovos. Para isto utiliza estimulos tateis com base nas carateristicas fisicas da superficie do fruto (estrutura
da superficie e estado de maturagdo); carateristicas quimicas perceptiveis por estimulos olfativos
(composicdo volatil do fruto [62]) e ainda presenca/auséncia de outras feromonas [63]). Este

comportamento € importante para o desenvolvimento larval e aptiddo dos adultos [64].

A fémea depois de terminada uma oviposicéo pode iniciar outra. Uma fémea é capaz de colocar
cerca de 3 posturas por dia [24] atingindo cerca de 300 a 1000 posturas ao longo da sua vida [34]. As
posturas muitas vezes estao influenciadas pelo tamanho dos frutos disponiveis e pelas variacbes de
temperatura durante o0 ano. A oviposi¢ao ocorre periodicamente em todas as horas do dia mas sobretudo
a tarde [24].

Para evitar o aumento da densidade de larvas dentro do mesmo fruto e assim facilitar o
desenvolvimento da sua descendéncia, as fémeas s&o capazes de proteger os seus locais de oviposicdo

através da marcagéo desse local por uma feromona afastando assim outras fémeas [65, 66].

1.1.1.4 Alimentagao

Os adultos alimentam-se das exsudagbes dos frutos, da seiva saida das feridas das partes
verdes vegetais, do néctar das flores ou das fezes de aves que representam uma fonte rica em proteinas
[67 — 69]. O alimento mais utilizado é o suco que sai dos frutos, principalmente dos frutos maduros, ja que
sdo muito ricos em hidratos de carbono, acidos gordos e proteinas [24]. A fim de realizar as suas
atividades bioldgicas como a reproducdo sdo necessarias quantidades consideraveis destes compostos.
Outros nutrientes como sais minerais e vitaminas também sdo também essenciais para a reprodugéo [29,
70].
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As larvas alimentam-se da polpa do fruto e tém a capacidade de nele distinguir e migrar para as
partes mais nutritivas [58, 71]. Muitas vezes as suas capacidades metabélicas podem compensar a falta
de recursos adequados no ambiente, ja que nutrientes essenciais podem ser consumidos durante a fase
larvar e serem posteriormente transferidos para as fases de pupa e adulta. Estes nutrientes podem ainda
ser sintetizados de novo ap6s a ingestdo dos percursores adequados [72 - 73]. Geralmente, os adultos
quando eclodem tém quantidades variaveis de reservas de nutrientes que véo depender da qualidade

nutricional do fruto onde a larva se desenvolveu [40, 57, 74].
1.1.1.4.1 Hidratos de Carbono e Acidos Gordos

Os acucares sao fontes de energia que permitem a mosca desenvolver as suas atividades como,
voar, fugir, acasalar, entre outras [75]. Por outro lado, os aglcares também servem como substrato para a
lipogénese, ja que os lipidos ndo estdo disponiveis na dieta natural das moscas [76]. Segundo Gothilf [77]
as moscas apresentam a capacidade de distinguir aglcares com concentragdes variaveis. Esta
capacidade permite-lhes ajustar a ingestao de solugdes de sacarose de acordo com a sua concentragao,
alimentando-se de grandes quantidades quando a sacarose estd pouco concentrada ou de pequenas

quantidades quando esta estad muito concentrada [78].
1.1.1.4.2 Proteinas

Desempenham um papel importante na aptiddo e sucesso reprodutivo da mosca [30]. De acordo
com Placido-Silva [30] as necessidades do consumo de proteina sdo semelhantes tanto em machos
como em fémeas e 0 seu consumo é tado importante nos estados imaturos como também no estado
adulto. Durante a fase larvar, a ingestdo de alimento proteico é importante para o crescimento,
sobrevivéncia, armazenamento de material nutritivo para a fase de pupa e utilizacdo durante a fase
adulta. O consumo de proteina na fase adulta parece ser essencial na formagéo das glandulas sexuais,

produgéo de feromonas e outros aspectos que podem influenciar o0 desempenho sexual [30].

No caso dos machos, o consumo de proteina em quantidades adequadas torna-os sexualmente
mais ativos [79 — 81], além disso, a participacdo dos machos em leks também é regulada pelas reservas
de proteina e hidratos de carbono [82]. No caso das fémeas o consumo de proteina aumenta a produgéo
de ovos [30, 67, 76].

A falta de um alimento proteico interfere na duracdo do ciclo de vida, na emergéncia € no
tamanho do adulto [83]. Tanto as larvas como os adultos s&o capazes de discriminar dietas com maior
valor nutricional e de selecionar os alimentos, sendo capazes de optar por dietas que apresentem maior
concentragdo de proteinas [30, 71]. A procura por um alimento rico em proteinas podera ser um fator de

disperséo dos adultos para um novo habitat [84].
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1.1.1.4.2.1 Proteinas Comerciais

A atragdo das moscas para fontes de proteina tem sido explorada como métodos de controlo
utilizando proteinas na forma de iscas combinadas com inseticidas e/ou armadilhas [83, 85 — 86]. As
iscas proteicas comercializadas sdo produtos obtidos a partir da hidrélise parcial de proteinas e podem
ser produzidas a partir de varias fontes (ex. produtos de levedura ou fermentacéo) [88, 89]. A maioria das
iscas proteicas sdo fornecidas na forma de liquidos acastanhados (Nu-Lure, Buminal ou Solulys) ou na
forma de pé (FNI210 ou FNIL65), ambas as formas contém quantidades variaveis de proteina bruta [90].
A aménia é o produto final da decomposicdo da proteina, e € conhecido como o composto que exerce
maior atracdo das moscas [91]. Existe uma correlagdo entre a concentragéo de aménia e a resposta das
moscas sendo as condi¢des ideais de amédnia uma concentracdo entre 0,01 M e 0,0075 M e uma taxa de
libertacdo 5,28 pg/ccih [92]. A taxa de libertacdo varia dependendo das interagdes entre os factores
bidticos (accdo microbiana) e abidticos (temperatura, precipitagdo, vento, etc.) [90]. Os adultos com
idades entre os 3 e 0s 12 dias s&o mais propensos a serem atraidos por estas armadilhas, no entanto,
além da aménia, ha outros factores como aminas, acidos gordos entre outros volateis que podem ser

responsaveis por esta atratividade [29, 93].

2.1.2 Orgéos Sensoriais

Os tefritideos utilizam diferentes estimulos (mecanicos, visuais, quimicos) para procurar e avaliar
o tipo habitat de alimento, assim como desencadear o acasalamento e a escolha do local de oviposi¢do
[94 - 98]. Os drgaos sensoriais sa0 responsaveis pela recepgao e transmissdo de estimulos através de
impulsos nervosos até o cérebro que depois se vao traduzir em diferentes padrdes de comportamento.
Os orgéos sensoriais sdo constituidos por grupos de células associadas a estruturas tegumentares

auxiliares, externas ou internas, com elevada especificidade designadas por sensilas [99].

2.1.2.1 Tipos de Orgaos Sensoriais

De acordo com o tipo de estimulo externo recebido, os 6rgados sensoriais (sensilas) dos insetos
podem classificar-se em mecanorrecetores, recetores de temperatura e humidade, fotorrecetores e

quimiorrecetores [100].

e Mecanorrecetores: 6rgdos que respondem ao sentido de tato, vibragéo, orientacéo e audicéo,
devido ao contato com objetos externos sélidos, correntes de ar ou agua, vibragdes de baixa
frequéncia transmitidas por um suporte solido ou liquido e/ou vibragbes de grande frequéncia
transmitidas pela agua ou ar. Estes recetores estdo presentes na cabega e seus apéndices, torax,

asas, patas e abdémen [99, 101].
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o Recetores de temperatura e humidade: os diferentes insetos apresentam preferéncias térmicas
e hidricas, o que explica a sua localizagdo em locais definidos [102], ja que a temperatura e a
humidade sdo condi¢cbes que influenciam a selegdo da planta hospedeira e a orientagdo dos
insetos, além de, condicionarem os seus processos metabolicos e estado fisioldgico [103]. Alguns
insetos possuem mecanismos de aclimatizag&o, ajustando com o tempo as suas respostas a
temperatura e humidade relativa. Os recetores especializados na percepcao destes estimulos ndo
sd0 bem conhecidos, no entanto, as antenas parecem apresentar estes recetores em nimero nao
muito elevado [99, 102].

A resposta fisioldgica dos adultos de C. capitata varia consoante a temperatura. Com
idades superiores a 14 dias sdo mais tolerantes a variacbes de temperatura (méximas ou
minimas), sendo as moscas com 28 dias as mais tolerantes, podendo suportar temperaturas
minimas de 5-6 °C e temperaturas maximas de 42-43°C. A temperatura mais adequada para C.

capitata & 25 °C e a percentagem de humidade relativa é de 65 % [103].

o Fotorrecetores: 6rgdos que respondem aos estimulos visuais como a capacidade de perce¢éo de
imagens, cores, alteracdes na intensidade luminosa e sentido de orientagéo visual. Os recetores
estdo localizados principalmente nos ocelos laterais e dorsais, assim como nos olhos compostos
dos adultos [99]. O espetro de energia eletromagnética percetivel pelos insetos ocorre tanto abaixo
dos 300 nm (ultravioleta) como acima dos 750 nm, onde a energia é bastante reduzida mas
suficiente para originar uma resposta [104]. C. capitata apresenta dois picos de sensibilidade, um
aos 356 nm (zona ultravioleta) e outro aos 485-500 nm (zona de verde-amarelo), sendo este
espetro que lhe permite diferenciar arvores do restante meio ambiente [104, 105]. Tal como muitos

outros insetos fitofagos C. capitata € bastante atraida pela cor amarela [60, 106 — 108].

¢ Quimiorrecetores: 6rgdos que respondem aos estimulos quimicos como, o gosto e o cheiro. Os
quimiorrecetores do gosto permitem a percecao de substéncias no estado liquido, enquanto que,
os quimiorrecetores de olfato permitem a percegdo de compostos quimicos no estado gasoso. A
fonte de emiss@o das moléculas de gases pode encontrar-se longe do animal (recetor) e a sua
concentragdo no ar ser extremamente baixa. A distingdo entre gosto e olfato néo é absoluta. As
sensilas de gosto dos insetos podem responder também aos odores ja que ha por exemplo
proteinas recetoras do gosto nas antenas dos insetos as quais apresentam fungdes olfactivas [99,
109].
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2.1.2.2 Sistema Olfativo: Estrutura, Rece¢ao e Resposta
2.1.2.2.1 Estrutura Anatomica

A percecdo do odor é mediada por 6rgdos olfativos especializados (sensilas) localizados
principalmente nas antenas e/ou em palpos da armadura bucal [110, 111]. Nos dipteros, as antenas estdo
inseridas na parte mediano-anterior da cabega, podem ser compridas e formadas por varios articulos,
mais ou menos semelhantes, ou podem ser muito curtas e constituidas por um, dois ou trés articulos, no

Ultimo dos quais se insere, terminal ou lateralmente, uma arista [24].

As antenas de C. capitata encontram-se inseridas muito proximas uma da outra. Sao formadas
por trés articulos, dos quais o primeiro articulo, o escapo, é curto e subcilindrico, € tem uma coloragao
castanho-escuro; o segundo articulo é ligeiramente recurvado para fora, mais comprido e com coloragcdo
castanho-claro. O terceiro chamado flagelo ou funiculo tem um comprimento mais alongado e apresenta

uma cor que varia entre creme a amarelado [24].

As sensilas olfativas correspondem a uma adaptacdo especializada para a rececdo e
transmiss@o de estimulos quimicos as dendrites dos neuronios presentes no seu interior, as quais
reagem dando origem a impulsos nervosos que se convertem em sensacdo de olfato. Existem varios

tipos de sensilas classificadas de acordo com a sua estrutura [109].

Mayo [112] estudou o numero, distribuicdo e morfologia das sensilas no terceiro articulo da
antena dos adultos de C. capitata, ja que é neste articulo onde se encontram a maioria dos érgaos
sensoriais (sensilas) das antenas. Este autor encontrou quatro tipos de sensilas, todas com fungédo
olfativa: as sensilas triconicas: longas, com forma de pélos com paredes espessas com poros; as sensilas
basiconicas: curtas, forma de pélos com paredes finas com poros; as sensilas coeléconicas: encontradas
em forma de estaca, com parede espessa, simples e com poros € as sensilas placonicas: em forma de
placas, [95, 110, 112]. Posteriormente, Dickens [95] mostrou que tanto os machos como as fémeas
destas espécies apresentavam o mesmo nimero e forma de segmentos na antena [95]. O numero de
recetores olfativos & muito variavel entre espécies. Por vezes, na mesma espécie os érgéos olfativos
variam consoante as fases do seu ciclo de vida. Geralmente as larvas apresentam apenas um pequeno
numero de células olfativas enquanto que, nos adultos esse nimero € bem maior [109]. No entanto, em
alguns adultos existem diferencas entre os sexos, nomeadamente em relagdo aos quimiorecetores,
sendo que os machos apresentam menor numero destes recetores do que as fémeas. Contudo este fato
parece ndo explicar as diferentes respostas dos dois sexos em relagdo aos odores atrativos, feromonas

ou odores do hospedeiro [109].

No ambiente natural os sinais de odor s&o sempre misturas de compostos quimicos e o sistema

olfativo tem de descodificar a informagdo sobre a qualidade, quantidade (concentragdo/razédo) e
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distribuicdo espacial [109]. O sistema olfativo ndo é capaz de captar todos os estimulos volateis
presentes no exterior e por isso funciona como um filtro. Os neurénios sdo sensiveis apenas a uma
limitada gama de produtos quimicos volateis que ocorrem no ambiente, por esta razéo, os recetores
olfativos podem dividir-se em duas categorias, os especialistas e 0s generalistas. Os recetores olfativos
na categoria de especialista (ex. feromona sexual) respondem apenas a um nUmero pequeno de
compostos estruturalmente relacionados enquanto que os generalistas respondem a uma grande

variedade de compostos estruturalmente néo relacionados [109, 113]

As espécies de insetos oligbfagas e polifagas apresentam recetores olfativos com elevada
sensibilidade e seletividade para produtos quimicos que séo comuns a muitas espécies de plantas bem

como para produtos quimicos mais caracteristicos de determinados grupos de plantas [109].

2.1.2.2.2 Recegao e Tradugao de Sinais Olfativos

A traduc&o do sinal é o processo pelo qual um estimulo quimico recebido por um recetor é
convertido em potencial de ac¢do. Este processo envolve uma sequéncia de etapas [109]. As moléculas
de odor (estimulo quimico) hidrofobicas difundem-se através dos poros presentes nas paredes das
sensilas, ligando-se posteriormente a proteinas recetoras do odor (OBPs) hidrofilidas (soluveis em &gua).
As OBPs transportam as moléculas de odor até aos recetores olfativos (ORs), moléculas presentes na
membrada dendritica. Entdo as moléculas de odor ou o complexo molécula de odor e OBPs ligam-se a
estes recetores. Os ORs nos insetos sdo proteinas G acopladas (GPC), sete proteinas
transmembranares que actuam através da ativagdo de segundos mensageiros tais como o monofosfato
de adenosina ciclico (CAMP) ou inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) envolvidos na abertura dos canais i6nicos na
membrana dendritica. A abertura dos canais idnicos leva & despolarizagdo da membrana dendritica, isto
resulta em potenciais de agao que viajam sobre a membrana axonal até aos glomérulos no lobo antenal

do sistema nervoso central (SNC), resultando em uma resposta por parte do inseto [109].

A atividade das moléculas de odor termina normalmente pela agao de enzimas presentes na linfa
das sensilas que as degradam ou pela agdo de enzimas de inativagdo tais como a glutationa-S-
transferase (GST) presentes no citoplasma das células de apoio que circundam o corpo da célula nervosa
[109].

2.1.2.2.3 Compostos Volateis que Estimulam a Resposta de C. capitata

Um largo espetro de compostos volateis é detetado por ambos os sexos de C. capitata, dai a sua
elevada importancia (Tabela 2-4). Embora ainda pouco se saiba sobre o funcionamento da rececédo

neurofisiolégica em C. capitata tém sido obtidos resultados interessantes sobre o efeito de alguns
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compostos volateis de extratos ou de 6leos essenciais de frutos ou tecidos de plantas no comportamento
destes insetos [62, 97, 98, 114].

e Acasalamento

A exposicdo a certas plantas ou a compostos volateis libertados por algumas plantas podem
influenciar o sucesso do acasalamento dos machos [115]. Os machos quando sdo expostos ao 6leo
essencial de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) [96, 116], ao 6leo essencial de laranja (Citrus sinensis
Osbeck) [97] efou a outros 6leos essenciais de varias espécies de Citrus [117, 118, 119] aumentam
significativamente o nimero de acasalamentos dos machos quando comparados com individuos n&o
expostos a estes compostos. De acordo com Shelly [117, 120], o sucesso no acasalamento deve-se ao
composto a-copaeno, encontrado em quantidades relativamente elevadas em muitos 6leos essenciais de
plantas hospedeiras. Também segundo este autor, 0s machos sdo altamente atraidos pelo composto
metil eugenol, que é encontrado em mais de 30 familias de plantas. Segundo Shellly [117] os machos que
se alimentam de plantas que obtém na sua composicdo o metil eugenol produzem um feromona sexual

mais atraente ganhando mais vantagem no acasalamento relativamente aos outros machos.

e Oviposicao

Os frutos e partes vegetativas das plantas apresentam diferentes composigdes volateis que
muitas vezes influenciam a escolha da planta que a fémea faz para a oviposigao [114]. Segundo Light
[62] a magnitude da resposta de uma antena dos adultos de C. capitata aos volateis de netarinas esta
relacionado com o grupo funcional, comprimento de cadeia e insaturagdo do composto. O grau de
poténcia/atragdo dos compostos estédo por ordem decrescente representados da forma seguinte: aldeidos
e alcoois insaturados com seis carbonos, metil e etil hexanoatos e octanoates, hexenil acetatos e

monoterpenos, acetatos e alcoois de cadeia mais curtos e por ultimo as lactonas.

Os aldeidos, alcoois e acetatos insaturados geralmente eliciam maiores respostas do que 0s
seus analogos saturados, sendo as configuragdes isoméricas (E)-2-isbmeros mais atrativas [62]. Estes
compostos sdo no geral constituintes do odor das folhas e dos frutos verdes libertados pela maioria das
plantas [62, 121, 122] que, segundo Light [121] fornecem as fémeas uma ideia sobre os locais adequados

para o desenvolvimento larvar e ajudam-na na toma de decisdes quanto aos melhores sitios de desova.
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Tabela 2:Resumo dos compostos volateis que estimulam uma resposta em Ceratitis capitata indicando as
carateristicas dos insetos e a localizagdo dos compostos obtido a partir de dados publicados em bioensaios com
condigdes das moscas: (CL) Criadas em Laboratorio; (S) Selvagens; Resposta dos insetos: (-) Menor Resposta, (+)
Resposta intermédia; (+++) Maior Resposta e (*)Compostos presentes no odor libertado pelos machos; Localizagéo
do volatil (fruto ou planta).

Compostos Condigoes Insetos Resposta Localizagao Ref. Bib.
Nome CL| S Sep. | Idade (dias) | & Q Fruto | Planta
plsexo | <5 >5

Acetonas
Pentan-2-ona* X X X | X [123]
2-Cicloheptanona X X + X [124]
2-Heptanona X X +H+ X [125]
3-Metil-5-Heptanona X - + X [126]
2-Hexanona X X + + X [126]
2-Octanona X - - X [126]
2-nonanona X X + X [124]
Alcoois
Etanol* X X X Ht | X [94, 121, 123]
2-Propanol X X X +HH | X [121]
2-Metil-1-propanol* X X X +H | X [121,123]
3-Metil-2-buten-1-ol X - - X [126]
3-Metil-1-butanol X - - X [124, 125]
2-Pentanol* X X X - - X [123]
3-Pentanol X X X - + X [121]
(2)-2-Pentenol X X + X [124, 125]
Hexan-1-ol X X X e X [94, 121]
(2) ou (E)-2-Hexen-1-ol X X X + + X [94, 121, 125]
(2) ou (E)-3-Hexen-1-ol X X X + - X [94, 121]
Alcool Feniletilo X X + X [124, 126]
Alcool Benzilico X X [126]
Aldeidos
3-metil 1-butanal X X - - X [125]
3-Metil-1-butanal benzeno X X + X [126]
Hexanal X X X e X [94,121]
(E)-2-Hexenal X X X - - X [94, 121]
Benzaldeido* X X X HHt | X [94, 121, 123]
Heptanal* X X X + + X [94,123]
Octanal® X X X + ++ X [94, 123]
Nonanal* X X X + + X [94, 123]
Dodecanal X X X - - X [94, 125]
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Tabela 3 (continuagdo):Resumo dos compostos volateis que estimulam uma resposta em Ceratitis capitata
indicando as carateristicas dos insetos e a localizagdo dos compostos obtido a partir de dados publicados em
bioensaios com condigdes das moscas: (CL) Criadas em Laboratério; (S) Selvagens; Resposta dos insetos: (-)
Menor Resposta, (+) Resposta intermédia; (+++) Maior Resposta e (*)Compostos presentes no odor libertado pelos
machos; Localizag&o do volatil (fruto ou planta).

Compostos Condigoes Insetos Resposta Localizagao Ref. Bib.
Nome CL| S Sep. | Idade (dias) | & Q Fruto | Planta
plsexo | <5 >5
Esteres
Acetato de etilo* X X X +++ +++ X [94, 121, 123]
Acetato de Metilo* X X X | X [121,123]
Acetato de Propilo* X X X +HH | b X [94, 121, 123]
Propanoato de Etilo* X X X + + X [123]
Acetato Butilo* X X X - + X [94, 121, 123]
Butanoato de etilo X X X + - X [123]
Etil but-2-enoato* X X X - - X [123]
Acetato de 3-metilbutil* X X X - - X [121,123]
Acetato de 2-fenil-etil* X X X + + X [123]
Acetato Hexilo* X X X + + X [94,121,123]
Acetato de (E)-2-Hexenil X X X - - X [94, 121]
Acetato de (Z)-3-Hexenil X X X + + X [121]
Acetato Heptilo* X X X + + X [94, 123]
Acetato Octilo X X X + + X [94, 121]
(Z) ou (E)-3-Octanoato de X X X - - X [123]
etilo*
(E)-3-Octanoato de metilo* | x X X + + [123]
(E)-3-Hexanoato de etilo* X X X - - [123]
(E)-2-Hexanoato de metilo* | x X X - - [123]
(E)-2-Hexanoato de etilo* X X X - - [123]
(E)-3-Decanoato de Etilo* X X X - + [123]
Acetato de Geranil* X X X + - [123]
Acetato Isoamilo X + + X [126]
Propanoato de Geranil* X X X + + [123]
Butanoato de Etilo* X X X + - X [121, 123]
Hexanoato de Etilo* X X X - - X [121,123]
6-Metil hept-5-en-2-ona* X X X - - [123]
Heptanoato de Metilo X X X - - X [121]
Eteres
Metil Eugenol ‘ X ‘ X ‘ ‘ +t ‘ X ‘ X ‘ [127]
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Tabela 4 (continuagdo):Resumo dos compostos volateis que estimulam uma resposta em Ceratitis capitata
indicando as carateristicas dos insetos e a localizagdo dos compostos obtido a partir de dados publicados em
bioensaios com condicbes das moscas: (CL) Criadas em Laboratério; (S) Selvagens; Resposta dos insetos: (-)
Menor Resposta, (+) Resposta intermédia; (+++) Maior Resposta e (*)Compostos presentes no odor libertado pelos
machos; Localizagdo do volatil (fruto ou planta).

Compostos Condigoes Insetos Resposta Localizagao Ref. Bib.
Nome CL| S Sep. | Idade (dias) | & Q Fruto | Planta
plsexo | <5 >5
Monoterpenos
Canfeno X - - X [126]
3-Careno X X + + X [128]
Carvacrol X + + X [126]
1,8-cineol - - X [126]
p-cimeno* X X X + + X [121, 123, 126]
Dihidromirceno X - - X [126]
a ou B-felandreno X X X - + X [121, 126]
Isotimol X - - X [126]
Limoneno* X X X - + X [121,123,129]
Oxido limoneno X - - X [126, 129]
Linalol* X X X HHE | X [121, 123
Mirceno* X X X + + X [121,123]
Mentol X + + X [126]
Mirtenol X - - X [126]
(E) ou (2)-B-Ocimeno* X X X - + X [121,123]
a-pineno X X X +H | X [121]
Terpinoleno* X X X + + X [123]
Y -terpineno* X X X + + X [121,123]
a-terpineno X - - X [126]
a-terpinol X - - X [126]
Timol X - - X [126]
Sesquiterpenos
Aromadrendreno X X + + X [126]
B-Cariofileno X X - - X [128, 130]
0-copaeno X X X X ++H+ + X [131]
a e B-farnesene* X X X +H+ | [123]
a-humuleno X - - X [126, 130]
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2.1.2.2.4 Fatores que Afetam a Respostas de C. capitata

Os adultos no geral podem distinguir e localizar os volateis libertados pelas plantas hospedeiras.
No entanto, a distancia a partir da qual os adultos conseguem detetar o odor proveniente da planta
hospedeira ainda é desconhecida [114]. A resposta dos insetos aos volateis libertados pelas plantas pode
variar dependendo da sua idade e condigao fisiologica, j& que com a idade os 6rgéos sensoriais podem

diminuir a capacidade de resposta a esses estimulos [100, 114, 132].

As alteracdes fisioldgicas que ocorrem durante a maturagéo reprodutiva e o acasalamento,
também podem influenciar o sistema olfactivo dos insetos. Um exemplo disso, € o comportamento
adoptado pelas fémeas, que quando virgens preferem o odor da feromona masculina em vez do odor dos
frutos hospedeiros, no entanto, apds o acasalamento elas trocam de preferéncia, optando pelo odor
emitido pelos frutos [114, 132, 133]. Os estimulos olfativos libertados pelas plantas hospedeiras também

podem influenciar a maturagdo dos ovarios e o desenvolvimento dos ovos nos mesmos [134].

2.1.2.2.5 Métodos para Avaliar a Resposta dos Insetos aos Compostos

volateis

Tém sido utilizados varios métodos para avaliar nos insetos a atividade atrativa e/ou repelente de
diferentes fontes de odores [135]. Os métodos mais comuns utilizam o olfatémetro, o tinel de vento e o

eletroantenograma (EAGs).

2.1.2.2.5.1 Olfatometro

O olfatémetro € um instrumento desenvolvido para analise qualitativa e quantitativa da resposta
dos insetos aos odores e tém vindo a ser muito utilizado para avaliar a utilidade de alguns compostos
quimicos ou produtos naturais como potenciais ferramentas no controlo e monitoramento de pragas.
Igualmente tem sido utilizado no isolamento, identificagdo e sintese de feromonas sexuais ou odores
hospedeiros [136, 137]. O olfatdémetro consiste basicamente num tubo onde os insetos sdo expostos a
uma corrente de ar com um odor determinado. A resposta comportamental dos insetos pode ser estudada
e medida de varias formas dependendo do desenho do olfatémetro e do tipo de bioensaio [137]. Existem
olfatémetros de varios tipos que podem variar no numero de bragos entre eles os que tém dois, quatro
[138, 139] ou seis bragos [137, 140] mas também na forma de H [141], em forma de T [142] ou em forma
de Y [143-146]. Os olfatometros em forma de Y tém vindo a ser recentemente os mais utilizados em
testes com artrépodes de diferentes ordens como Coleoptera [147, 148], Diptera [137, 149, 150] e em
Lepidoptera [151].
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O olfatémetro em forma de Y consiste em um brago principal (tronco) e dois mais pequenos. Num
dos pequenos é colocada a amostra e 0 outro actua como controle. Os insetos sdo colocados no tubo
principal, depois € ligado o fluxo de ar que arrasta os volateis da amostra até aos insetos. No final do
teste, 0 nimero de insetos que se dirigem a cada um dos bragos do olfatémetro é anotado para avaliar se
houve ou n&o atragdo [135]. De acordo com Geier [143] o olfatbmetro em forma de Y apresenta as

vantagens seguintes:

o Os testes séo simples e rapidos;

o A comparagao de extratos de odores de fontes naturais ou de atrativos sintéticos é facil;

e Permite a monitorizacdo de todas as sequéncias de comportamento na localizagao do
hospedeiro como, a percegao, orientagao até a fonte de odor e chegada;

o Permite o facil controle e prevengéo de contaminagao causada por estimulos anteriores;

¢ O equipamento & facil de construir € pode ser facilmente adaptavel a varias espécies de
insetos [152].

A concepgdo de um bioensaio a fim de testar o comportamento dos insetos a odores de plantas
ou dos seus componentes utilizando um olfatdmetro em forma de Y, envolve a consideracao de diversos
estimulos que podem influenciar a locomog¢&o do inseto, como a intensidade e distribuicdo da luz, a
humidade e o fluxo de ar, a cor da suprficie na qual se apoia o olfatdmetro e a posicdo do olfatometro
(horizontal ou vertical) [144, 152].

Cada espécie de insetos difere na sua capacidade de resposta a estimulos diferentes e por isso,
cada espécie necessita de adaptagdes especiais no olfatdmetro e a area envolvente [152]. A optimizac¢do
de um bioensaio envolve também a valorizagdo do estado motivacional dos insetos, ou seja, insetos
privados de alimentos tém maior probabilidade de responder a odores de alimentos, e repondem de
forma diferente dos insetos acabados de se alimentar [152]. O mecanismo de orientagdo do inseto
envolve a distingdo e preferéncia pelo brago com o odor ou pelo brago sem odor, embora néo se possa

esquecer da comparagdo temporal das intensidades de estimulo [152, 153].

O olfatémetro em forma de Y foi utilizado com adultos de C. capitata para testar a atracdo de
machos por fémeas [154] e para testar a atividade olfativa de quatro espécies do género Tagetes

(Asteraceae, Helenieae) [23].

2.1.2.2.5.2 Tanel de Vento

Os taneis de vento constituem um método frequentemente utilizado no isolamento e identificagéo

de feromonas, desenho de armadilhas, estudos de comportamento como a qualidade, habituagao,
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adaptagao sensorial, movimento e orientagdo dos insetos e, mais recentemente, para deteccédo de efeitos
comportamentais de intoxicagdo por insecticida [155] e estudos de resposta aos compostos volateis de
plantas [156, 157].

O principio deste teste é idéntico ao anterior. Os tineis de vento consistem em cémaras com
temperaturas, percentagem de humidade, luminosidade e fluxo de ar controlados. Neste teste os insetos
respondem a uma fonte de odor distante. O fluxo de ar dispersa os volateis da amostra através da
atmosfera dentro de uma camara (cilindrica ou rectangular) e os insetos s&o guiados pelo odor € voam

livermente, dentro dessa mesma camara, até a fonte de estimulo [158].
Este método apresenta diversas vantagens entre elas [155]:

o Permite que o inseto se movimente livermente;

o Possibilita a monitorizagdo de todas as sequéncias de comportamento na
localizagéo da fonte do odor como, a percecao, a orientacdo e a chegada até a fonte de
odor;

o Os testes podem ser repetidos varias vezes nas mesmas condigdes;

Esta teste foi utilizado em C. capitata para estudar a resposta das fémeas aos componentes
maioritarios presentes no odor dos machos [159], a resposta de machos ao feromona sexual [160] e a

resposta aos componentes volateis de plantas hospedeiras [156].

2.1.2.2.5.3 Eletroantenograma

A técnica de eletroantenograma (EAG) tem sido utilizado em estudos de identificagdo de
feromonas, e, mais recentemente, na identificagdo de volateis de plantas que afectam o comportamento
dos insetos [161]. Esta técnica mede as respostas eletrofisiolégicas produzidas pela recepgéo de odores
ao nivel periférico. As respostas obtidas no EAG representam a soma dos potenciais de resposta dos
milhares e diferrentes neuronios recetores olfativos presentes na antena de um inseto [162]. Esta técnica
utiliza elétrodos (ex. platina, prata, outro) ligados nas extremidades da antena de um inseto e o contato
elétrico € mantido através de uma solug&o salina ou gel condutor. Quando a molécula de odor estimula o
sistema olfativo do inseto é gerada pela antena uma amplitude de tensdo que aumenta com o aumento

da concentragao desse odor, até que seja atingido um nivel de saturagéo [161].

O eletroantenograma pode operar com substancias quimicas puras ou com misturas complexas
quando acopolado a um cromatografo gasoso (GC). Desta forma podem ser avaliados substratos obtidos
de insetos ou plantas sem fraccionamento da amostra [161]. No entanto, esta técnica apresenta duas
desvantagens. Primeiro a atividade registada pelo EAG pode n&o indicar a atividade comportamental do

inseto e, por isso, 0 papel bioldgico dos compostos ativos obtidos por EAG devem ser posteriormente
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determinados em bioensaios comportamentais. As respostas dos insetos aos volateis de plantas obtidos
a través dos EAG nao é especifico da espécie e ainda n&o esta claro se ha correlacdo entre os espetros

de resposta de EAG dos insetos aos volateis da planta ou volateis relacionados ao hospedeiro [163].

Esta técnica foi utilizada em C. capitata para estudar a resposta aos compostos volateis de plantas

[121, 129] e a resposta a feromonas sexuais [123, 130, 164].

Maria Sousa Tese de Mestrado 21



Revis&o Bibliogréfica 2013

2.2 Compostos Volateis das Plantas: Composic¢ao, Biossintese,

Funcao, Emissao e Extracao
2.2.1 Composicao e Biossintese dos Compostos Volateis

2.2.1.1 Composicao

Para compensar a imobilidade, as plantas tém de se ajustar ao ambiente circundante durante o
seu ciclo de vida e, por isso, desenvolveram mecanismos diferentes para a sua interagdo com o meio
ambiente, incluindo a libertagdo de compostos volateis das folhas, flores e frutos para a atmosfera e,
raizes no solo [165, 166]. Cada planta pode ser capaz de emitir mais de uma centena de compostos
volateis que variam na sua estrutura e nos seus grupos funcionais [167]. Actualmente s&o conhecidos
cerca de 1700 compostos volateis isolados de mais de 90 familias de plantas, estes volateis constituem

cerca de 1 % dos metabdlitos secundarios das plantas [168, 169, 165].

Quimicamente os compostos volateis das plantas sdo hidrocarbonetos com baixo peso
molecular (abaixo dos 300 Da) [170, 171] e elevada pressdo de vapor que faciimente se volatilizam
quando expostos ao ar [165, 172], sendo a sua volatilidade maior quanto menor for o seu peso molecular
[173]. Os compostos volateis podem ser divididos em quatro familia quimicas principais de acordo com a
sua estrutura e biossintese [170, 171, 174] terpenos, compostos benzénicos, derivados de acidos gordos

e derivados de aminoacidos.

e Terpenos
Os terpenos representam uma das maiores familia quimicas de compostos das plantas. Eles
podem ser classificados de acordo com o nimero de atomos de carbono. Os compostos volateis que
pertencem a este grupo sdo maioritariamente monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15) [175]. Os
monoterpenos, sdo responsaveis pelos odores florais caracteristicos de muitas espécies de plantas [176]
e muitos outros sao os principais componentes dos 6leos essenciais da planta [177]. Podem ser aciclicos
ex. geraniol, monociclicos ex. limoneno ou biciclicos ex. pineno) [175]. Muitos sesquiterpenos também

s80 encontrados em dleos essenciais como o B-cariofileno € o a-humuleno [178].

e Compostos Benzénicos
As plantas contém uma grande variedade de derivados benzénicos (ex. tolueno) apresentam um

como estrutura basica um anel aromatico e outros constituinte [168, 175].

Maria Sousa Tese de Mestrado 22



Revis&o Bibliogréfica 2013

o Derivados de acidos gordos
Os compostos derivados de &cidos gordos conhecidos por compostos de folha verde conferem
as folhas danificadas um odor caracteristico [173]. Esses compostos sdo maioritariamente alcoois e
aldeidos com seis atomos de carbono (ex. 3 cis ou trans-hexenol, hexenol, n-hexanal), formados pela
degradagdo oxidativa dos é&cidos gordos polinsaturados linoleico e linolenico [173]. Também s&o
encontrados algumas acetonas (ex. butanona) e ésteres (acetato de cis-hexenil). A quantidade relativa

destes volateis é carateristica de cada espécie de planta [175].

e Derivados de aminoacidos
Os derivados de aminoacidos podem ser aldeidos, alcoois, ésteres, acidos e compostos volateis

contendo azoto ou enxofre [173].

2.2.1.2 Biossintese

As plantas tal como todos os outros organismos vivos apresentam um conjunto de reagdes
bioquimicas que mantém o seu metabolismo (primario e secundério) [168]. O metabolismo priméario
corresponde ao conjunto de processos metabolicos que desempenham uma funcéo essencial para a
sobrevivéncia como, por exemplo, a fotossintese e a produgado de lipidos e de hidratos de carbono. Com
base no metabolismo primario, as plantas desenvolveram o metabolismo secundério através do qual
produzem uma grande variedade de substancias vegetais secundarias que desempenham fungbes de
defesa e protegdo da planta. No entanto, a composi¢do e concentragdo destas substancias vegetais
secundarias variam de planta para planta da mesma espécie e/ ou diferentes espécies [168]. Entre as

substéncias vegetais secundarias encontram-se 0s compostos volateis.

A biossintese de compostos volateis pode ocorrer em diferentes tecidos das plantas [170, 179 -
182]. Os compostos volateis sdo sintetizados a partir de percursores universais, no entanto, no passo
final da sua formagdo podem sofrer varias modificagdes enzimaticas como hidroxilagdo, acetilacdo e
metilagéo levando a originar uma grande diversidade dos compostos volateis [165]. Assim, cada via/rota

bioquimica é responsavel por um conjunto de compostos volateis [183].

A glucose é percursor do piruvato e acido chiquimico nos plastidios (Figura 2). O piruvato é
percursor dos derivados de aminoacidos, da acetil coenzima-A e do metil-eritriol-fosfato (MEP). Os
terpenos séo produzidos pela formag&o e condensagao de unidades basicas C5, que ocorre da produgéo
de difosfato de isopentenilo (ou difosfato) (IPP), e do seu isémero difosfato de dimetilalilo (DMAPP), e a
subsequente condensagéo de IPP e DMAPP por duas vias diferentes, via do mevalonato (MAP) no citosol
ou via metil-eritriol-fosfato (MEP) nos plastidios, todos os passos envolvidos na formag&o de terpenos séo

mediados por enzimas terpeno sintetases (TPSs), a variedade de terpenos é formada por diferentes
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oxidagdes, isomerizagdes e conjugagdes. Também pela via do mevalonato (MAP) formam-se os
derivados de acidos gordos que apresentam como percursores acidos gordos insaturados C1s como o
acido linoleico e acido linolénico e sdo desoxigenados por lipoxigenases (LOX) e posteriormente
metabolizados por uma matriz de enzimas incluindo éxido de aleno sintetase (AOS) ou a hidroperoxido
liase (HPL). No ramo AOS, uma serie de reacdes enzimaticas conduz a formagdo do acido jasménico
(JA) que pode ser convertido no éster metil jasmonato (MeJA), no ramo, a clivagem dos hidroperdxido
dos acidos gordos mediada por HPL resulta na formagao de compostos volateis de cadeia curta C6 ou
C9, conhecidos pelos volateis da folha verde. Os fenilpropandides s&o produzidos via do acido chiquimico
no citosol e apresentam como percursores os aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptofano ef/ou
tirosina). Os compostos benzénicos provém do acido cindmico, um ramo lateral da via dos
fenilpropandides. Os derivados de aminoacidos alifaticos (ex. compostos volateis com azoto ou enxofre)

podem ser produzidos via piruvato ou pela via do &cido chiquimato [174, 184].
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Figura 2:Resumo das vias biossinteticas envolvidas na biossintese de compostos volateis dentro das plantas.
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2.2.1.3 Variagdo no Tipo de Compostos Consoante o Orgio da Planta

A composi¢do qualitativa e quantitativa dos compostos volateis pode diferir ndo s6 entre
espécies como também dentro da mesma espécie ou ainda entre os diferentes 6rgédos de uma mesma
planta [168, 175]. Normalmente, os compostos com fungdo protectora estdo presentes nos drgaos da
planta onde os danos causados pelos insetos podem provocar maiores perdas no seu fitness ou s&o
produzidos logo ap6s ataque inicial de herbivoros de forma a reduzir os custos de energia gastos na sua
biossintese. Muitos destes compostos podem ser tdxicos para a prdpria planta e neste caso precisam de

ser armazenados em estruturas adequadas o que envolve custos energéticos adicionais [185].

Também dentro do mesmo 6rgdo pode haver variagdes quanto a composi¢do quimica dos varios
compostos. Geralmente, para facilitar uma maior protecdo, as folhas novas da planta e/ou outras partes
em crescimento tém mais compostos do que os tecidos maduros [186]. A composicéo volatil pode ainda
variar dentro de uma Unica folha, sendo que em algumas a composic¢ao volatil pode aumentar a partir da

base até o apice [175].
2.2.2 Fungoes dos Compostos Volateis

Os compostos volateis aparentemente sdo produzidos como parte de uma estratégia de defesa
da planta atuando contra diversos tipos de stress biotico e abiotico [165, 170, 171, 187, 188]. Um mesmo

composto pode ainda ter diversas fungdes [189].

2.2.2.1 Defesa Contra o Stress Abidtico

Alguns compostos volateis sdo capazes de proteger as plantas contra os danos ambientais como,
por exemplo, os causados pelo calor, permitindo-lhes manterem uma taxa de fotossintese e
termotolerancia da planta [190, 191]. Também podem servir como antioxidantes protegendo as plantas

contra diversas “agressdes” externas, incluindo o stresse oxidativo [192].

2.2.2.2 Defesa Contra o Stress Bidtico

Alguns dos compostos volateis emitidos pelas plantas facilitam a reprodugéo porque permitem
atrair polinizadores e disseminadores de sementes [165, 193, 194], mas também podem servir para
defender as plantas contra os fungos e as batérias [195, 196], repelir [197, 198] ou intoxicar herbivoros e
microorganismos [199] ou atrair predadores naturais dos herbivoros que atacam as plantas [200 - 202]. A
libertagao destes compostos pela planta pode reduzir ndo s6 o numero de herbivoros que a atacam [198]
como também podem servir de sinais de comunicag@o com as plantas vizinhas avisando-as dos ataques

dos que estdo a ser alvo [203]. Estes sinais induzem a expressao de genes de defesa ou a emissdo de
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volateis nas plantas vizinhas [204, 205] ou ainda podem ajudar a que as plantas vizinhas possam
responder mais rapido ao mesmo ataque [206]. Os volateis emitidos a partir de raizes também podem
contribuir para estabelecer um sistema de defesa abaixo do solo, agindo como substancias
antimicrobianas ou substancias anti herbivoros ou ainda para atrair inimigos dos herbivoros que se

alimentam das raizes [207].

2.2.2.2.1. Efeitos Repelentes em Insetos

Muitos dos compostos volateis produzidos pelas plantas apresentam uma fungéo repelente aos
insetos. Os compostos volateis repelentes atuam localmente ou a determinada distancia, impedindo um
inseto de passar ou voar para essa superficie [136, 208]. Podem ser usados pelo homem para repelir 0s
insetos (ex. mosquitos, piolhos) da area onde foram aplicados, de forma a proteger um individuo das suas
picadas, ou para evitar tanto as pragas das culturas no campo como aquelas dos produtos armazenados
[209].

Ao longo dos ultimos 50 anos, muitas plantas ja foram examinadas como potenciais fontes de
compostos repelentes contra diferentes espécies da ordem Diptera (Tabela 5) [136, 210 - 212]. A maioria
dos estudos tém tentado encontrar repelentes especialmente para espécies de insetos de interesse
médico como mosquitos dos géneros Aedes, Anopheles e Culex [136]. As espécies de plantas mais
conhecidas e utilizadas por terem substancias repelentes destas espécies de insetos séo principalmente
a arvore de neem, Azadirachta indica [213 - 215], gramineas do género Cymbopogon [216 — 219] varias
espécies de eucalipto, Eucalyptus [213, 220] e de alfavaca, Ocimum [210, 221]. Muitos compostos destas

plantas j& estdo a ser utilizados sendo a base da formulagdo comercial de muitos repelentes [222).

O conhecimento do modo de acgéo dos repelentes, obtidos na forma de dleo ou de extratos

[136], é importante porque poderdo servir de orientagéo para o desenvolvimento de novos produtos [209].

O efeito de um repelente pode ser o resultado de um grande numero de eventos fisiologicos e
bioquimicos. Embora o seu mecanismo de acg&o ainda néo seja claro, o efeito repelente parece envolver
o reconhecimento do estimulo através de recetores olfativos especificos (ORNs) presentes em alguns
insetos sendo que a resposta ao composto repelente resulta na inibicdo de um determinado
comportamento do inseto. A capacidade de reconhecimento pelos ORNs parece estar relacionada com
as carateristicas do composto repelente (ex. volatilidade e estrutura), no entanto, alguns insetos tem
padrées de sensibilidade semelhantes a produtos quimicos ndo relacionados. Outros insetos podem

diferir em sensibilidade a compostos de estruturas semelhantes [209].

O uso de substancias naturais com atividade repelente no controlo de pragas € um dos métodos
mais antigos utilizados tendo sido usado pelos egipcios e romanos. Contudo, devido a elevada

volatilidade dos repelentes naturais, os compostos quimicos tendem a ter uma eficacia de curta duragédo

Maria Sousa Tese de Mestrado 26


http://pt.wikipedia.org/wiki/Alfavaca

Revis&o Bibliogréfica

2013

e, por esta razdo, tornou-se necessario a producdo de repelentes sintéticos com maior duragao [223,

224].

Tabela 5: Alguns dos compostos volateis de plantas mais conhecidos por terem efeitos repelentes contra espécies

da ordem Diptera segundo os dados publicados.

Composto Formila | Familia Plantas de onde pode ser extraido | Referéncia
Quimica | Quimica
Careno CieH16 Monoterpeno Ocimum fischeri (Labiateae); [225]
Endostemon tereticaulis (Labiateae)
Carvacrol C1oH140 | Monoterpeno Thymus vulgaris (Lamiaceae) [226 — 228]
Céanfora C1oH160 | Acetona Ocimum suave (Lamiaceae); [229]
Ocimum basilicum (Lamiaceae)
Citronelol C1oH200 | Monoterpeno Cymbopogan spp. (Poaceae); [135, 227, 230]
Corymbia citriodora (Myrtaceae)
Citronelal C1oH180 | Monoterpeno Cymbopogan spp. (Poaceae); [135, 227, 230]
Corymbia citriodora (Myrtaceae)
p-Cimeno C1oH1a Monoterpeno Thymus vulgaris (Lamiaceae) [226 - 228]
Trans-Cinemaldeido | CgHsO Fenilpropanéide | Cinnamomum cassia (Lauraceae) [231]
Eucaliptol C1oH180 | Monoterpeno Eucalyptus spp. (Myrtaceae) [232]
(ou 1,8-Cineol)
Eugenol C10H1202 | Fenilpropantide | Eugenia caryophyllata (Oleaceae) [210]
Ocimum basilicum (Labiatae)
Geraniol C1oH180 | Monoterpeno Cymbopogan nardus (Poaceae); [135, 227]
Corymbia citriodora (Myrtaceae)
Limoneno C1oH1s Monoterpeno Zanthoxylum piperitum (Rutaceae) [230, 233, 234]
Linalool C1oH1s0 | Monoterpeno Thymus vulgaris (Lamiaceae); [226 - 229]
Ocimum suave (Lamiaceae);
Ocimum basilicum (Lamiaceae)
a-Pineno C1oH1s Monoterpeno Corymbia citriodora (Myrtaceae); [230, 235]
Eucalyptus spp.(Myrtaceae)
B-Mirceno CioH1s Monoterpeno Zanthoxylum piperitum (Rutaceae) [233]
p-Mentano-3,8-diol | C1oH2002 | Monoterpeno Eucalyptus citriodora (Myrtaceae) [229]
Sabineno C1oH1s Monoterpeno Zanthoxylum piperitum (Rutaceae) [208]
o-Terpineno CioH1s Monoterpeno Thymus vulgaris (Lamiaceae) [226 - 228]
Terpinoleno C1oH1s Monoterpeno Endostemon tereticaulis (Labiateae) [135, 225, 230,
235]
Timol C1oH140 | Monoterpeno Thymus vulgaris (Lamiaceae); [226 - 229]

Ocimum suave (Lamiaceae);

Ocimum basilicum (Lamiaceae)
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A producéo sistematica de repelentes sintéticos iniciou-se principalmente a partir da segunda
guerra mundial devido & necessidade de proteger os soldados da picada de vectores em areas tropicais e
semitropicais [236]. O N,N-dietil-2-metilbenzamida (DEET) foi a substancia que se tornou o padrao de
repelentes contra artropodes, sendo desde 1957, o repelente mundialmente mais estudado e
comercializado [209]. Actualmente h& novamente uma tendéncia para optar pela utilizacdo de
substancias naturais que sejam mais eficazes e mais duradoras por terem menos riscos ambientais [135,
237].

2.2.2.2.1.1 Plantas da Madeira com Efeitos Repelentes

Na Madeira existem muitas plantas conhecidas por apresentarem efeitos repelentes contra
diferentes insetos [238-240] (Tabela 6-7). Algumas dessas plantas séo endémicas ou nativas da ilha
enquanto outras foram introduzidas. Das plantas endémicas ou nativas que existem na ilha com efeitos
repelentes as mais conhecidas sdo a arruda (Ruta chalepensis), a murta (Myrtus communis), a hortela
cabra (Cedronella caraniensis), a losna (Artemisia argentea) e o loureiro (Laurus novocanariensis). Das
plantas que foram introduzidas as mais conhecidas sdo a erva caninha (Cymbopogon citratus) e o
eucalipto-comum (Eucalyptus globulus). Todas estas plantas encontram-se bem adaptadas e distribuidas
pela ilha, no entanto, a horteld cabra, o eucalipto e o louro s&o mais comuns em zonas montanhosas e

mais humidas, contrariamente a arruda e a losna s&o muitas vezes encontradas em jardins privados.

Tabela 6: Algumas plantas exdticas e endémicas da Madeira que apresentam efeito repelente nos insetos [238-240]
segundo a parte da planta e a sua origem. Abreviaturas: I-Introduzida; N-Nativa; End.: Endémica da Madeira; Mac.-
Endémica da Macaronésia.

Familia Nome Cientifico Nome Comum Parte Utilizada Designagao
Apiaceae Coriandrum sativum L. Coentro Fruto; Folha; Caule |
Asteraceae Achillea millefolium L. Mil-folhas Folha; planta I
Asteraceae Artemisia argentea L'Hér Losna N.| End.
Asteraceae Ageratum conyzoides L. Erva de sdo Jodo Caule e Planta |
Asteraceae Chamaemelum nobile L. Macela (Marcela) Planta; Flor |
Asteraceae Tagetes Minuta L. icaro Flores; Frutos e |
Sementes
Asteraceae Tanacetum parthenium L. Artemija N.| I
Labiateae Cedronella caraniensis L. Hortelé de cabra N.| End.
Labiateae Hyssopus officinalis L. Hissopo Planta; Flor I
Labiateae Lavandula angustifolia Mill | Alfazema Flor; Folha; Planta |
Labiateae Lavandula viridis L'Hér Rosmaninho Plantas inteiras com N
flores
Labiateae Mentha piperita L. Hortela Pimenta Folhas; planta |
Labiateae Mentha pulegium L. Poejo da Serra Folhas Secas N
Labiateae Salvia officinalis L. Salva Planta Folhas |
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Tabela 7 (continuagédo): Algumas plantas exéticas e endémicas da Madeira que apresentam efeito repelente nos
insetos [238-240] segundo a parte da planta e a sua origem. Abreviaturas: I-Introduzida; N-Nativa; End.: Endémica

da Madeira; Mac.-Endémica da Macaronésia.

Labiateae Thymus vulgaris L. Segurelha N.I |
Lamiaceae Calamintha nepeta L. Néveda; Erva das Planta; Folhas N
azeitonas
Lamiaceae Hyssopus officinalis L. Erva cidreira Planta Folhas |
Lamiaceae Mentha spicata L. Hortela verde Folhas; caule |
Lamiaceae Mentha longifolia L. Menta silvestre Planta I
Lamiaceae Ocimum basilicum L. Manjericao Flores; Frutos e |
Sementes
Lamiaceae Origanum vulgare L. Oregao Planta N
Lamiaceae Teucrium betonicum L'Hér. | Erva branca N.| End.
Lauracea Laurus nobilis L. Loureiro Folhas; frutos Mac.
imaturos
Lauracea Laurus novocanariensis Loureiro N.| Mac.
Rivas Mart.
Myrtaceae Eucalyptus globulus Labill Eucalipto Folhas |
Myrtaceae Myrtus communis L. Murta Planta N
Poasea Cymbopogon citratus Stapf | Erva caninha N.| |
Polygonaceae | Polygonum hydropiper L. Erva de bicho Planta N
Rutaceae Ruta Chalepensis L. Arruda Planta N
Verbenaceae Aloysia citrodora Palau Berbina Planta I
(Pessegueiro inglés)

2.2.3 Fatores que Afetam a Emissdao de Compostos Volateis
2.2.3.1 Fatores Intrinsecos

2.2.3.1.1 Tipo de Estrutura Secretora

A variagao da composicdo volatil obtida em diferentes partes da planta pode ser explicada pelos
diferentes tipos de estruturas secretoras que estdo distribuidas heterogeneamente ao longo da planta e
ao longo dos diferentes 6rgdos que a constituem. Os volateis s&o produzidos em estruturas secretoras
especializadas que minimizam o risco de autotoxicidade e simultaneamente permitem a presenga de
niveis elevados de componentes metabolicos em locais onde a sua fungédo defensiva ou atrativa pode ser

essencial para a sua vida [241].

O tipo e a localizagao destas estruturas séo caracteristicos de cada familia de plantas (Tabela 8).
H& véarios exemplos de plantas com mais do que um tipo de estrutura secretora. Além disso, estas
estruturas nem sempre se desenvolvem de uma forma sincrénica e nem sempre segregam 0s mesmos
tipos de compostos e podem ainda ter diferentes processos de secregdo. Em alguns géneros de plantas
com estruturas secretoras internas, a composic¢ao quimica dos compostos segregados pode ser similar
mas a localizagdo das estruturas secretoras pode definir a fungéo final dos compostos na planta [241,

242]. As estruturas secretoras internas sé@o menos propensas a perdas ou transformagbes de COVs
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enquanto as estruturas secretoras externas podem libertar naturalmente os compostos volateis pela

ruptura da cuticula. Estas sdo as mais vulneraveis a danos mecanicos [241].

Tabela 8: Tipos de estruturas secretoras de substancias volateis presentes nas diferentes familias de plantas [241].

Tipo Familias*

Estruturas Secretoras Externas

Tricomas Asteraceae, Cannabaceae, Geraniaceae, Lamiaceae, Plumbaginaceae,

Rubiaceae, Rutaceae, Solanaceae, Verbenaceae

Oméforos Araceae, Orchidaceae, Piperaceae

Estruturas Secretoras Internas

Idioblastos Araceae, Aristolochiaceae, Calycanthaceae, Lauraceae, Magnoliaceae,

Piperaceae, Saururaceae

Cavidades Hypericaceae, Leguminosae, Myrtaceae, Myoporaceae, Rutaceae
Ductos/Canais Anacardiaceae, Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Hypericaceae, Myrtaceae,
Pinaceae

2.2.3.1.2 Tipo de Orgdo e Fase de Desenvolvimento

A composigado de COVs de uma planta pode variar dependendo do 6rgdo ex. sementes, folhas,
caules, flores ou raizes ou segundo o estado de desenvolvimento do érgao [243, 244]. Geralmente a
emissdo de volateis em flores ou a acumula¢do de volateis em folhas ou frutos seguem padrbes
semelhantes de desenvolvimento, aumentando durante as fases iniciais do desenvolvimento dos 6rgaos,
ou seja, quando as flores estdo prontas para poliniza¢do, quando as folhas sdo jovens ou quando o fruto
ainda nao estd maduro e depois mantém-se relativamente constantes ou decrescem ao longo da vida do
6rgao [243 - 247).

Em muitos casos, ha um aumento na producdo de volateis quando se inicia a formagdo do
botdo da flor até a flor no estado maduro. Alguns compostos volateis aumentam a sua composigao de
cerca de 10% nos estagios iniciais até cerca de a 50-70 % em plena fase de floragdo. Em outros casos 0s

produtos volateis sdo largamente acumulados antes do érgéo estar completamente expandido [241].

2.2.3.1.3 Danos Quimicos, Fisicos ou Biolégicos

Os danos quimicos causados por exemplo pelo tratamento com herbicidas provocam alteragdes
nas estruturas secretoras dos COVs. Também os danos mecanicos causados por exemplo pelo ataque
de pragas de insetos herbivoros alteram a composi¢éo, a produgéo e a emisséo dos volateis das plantas

[168, 188]. Os danos causados pelos insetos nas plantas podem estimular consideravelmente a emissao
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destes compostos em cerca de 2,5 mais do que em plantas intactas [168, 188]. As doencas causadas por

virus ou fungos também alteram a emissdo de COVs.

2.2.3.1.4 Variagao Genética e Evolugao

Estudos mostram que a producdo e a emissdo de volateis esta sob controlo genético. Desta
forma, os mecanismos que levam a evolugdo da composicao volatil sdo os seguintes: a) duplicagdo de
genes, sendo que um mantem a sua fungdo enzimatica original, enquanto que, uma nova fungao evolui a
partir do gene duplicado; b) evolugéo convergente, onde novas fungdes surgem varias vezes de forma
independente em genes diferentes; c) evolugdo de um gene existente, sem duplicagéo, resultando numa
nova fungdo enzimética; d) perda da atividade enzimatica provocada por diversos factores entre eles
rearranjos cromossémicos ou mutagdes [241, 248]. Em qualquer um destes casos estes processos
conduzem a alteragbes na expressdo de genes. Além disso, a diversidade funcional enzimatica pode
surgir com poucas alteragdes na estrutura da enzima, e pode ser aumentada quando as enzimas das
células de diferentes tecidos ou drgaos séo expostas a varidveis ambientais diferentes. A produgao de

metabolitos novos nas plantas € uma vantagem adaptativa [248].

2.2.3.2 Fatores Ambientais

A producdo e a emissdo de COVs pelas plantas é extremamente dependente das condi¢bes
ambientais [241, 249]. A temperatura € um dos factores principais que controlam o desenvolvimento e
metabolismo das plantas. Embora cada espécie necessite de uma determinada temperatura para
sobreviver, muitas tém a capacidade de suportar uma gama alargada de temperaturas. As variagdes de
temperatura anuais podem ser pequenas em alguns lugares, cerca de 1 °C, ou muito elevadas noutros,
cerca de 30 °C. As variacdes diarias sdo também importantes. Para cada espécie de planta existe um
valor médio de temperaturas 6ptimo para a producdo de COVs. Em geral, em temperaturas ambientais
elevadas ocorre um aumento da emissdo de COVs [249]. A emissdo e producdo de COVs também varia
ao longo do fotoperiodo, ja que a intensidade e quantidade de luz necessaria ao desenvolvimento de uma
planta é muito variavel de espécie para espécie [243]. Durante os meses de temperaturas mais baixas e

menor nimero de horas de luz solar ha uma diminui¢éo evidente na produgdo de COVs [241].

Outros factores que alteram a emissdo e produgdo de COVs sdo a pluviosidade total e a
distribuicio desta ao longo do ano, a seca que limita a fotossintese e a absor¢do de nutrientes, a
humidade, a concentragdo de dioxido de carbono (CO2) e ozono (Os) [171, 250, 251] e ainda a polui¢éo

causada por poeiras, fabricas, veiculos, entre outros [241].

Existem inimeros exemplos de variagdo na composi¢do volatil de plantas da mesma espécie de
diferentes areas geograficas [252, 253]. Isto reflete as diferentes condigdes ambientais de local para local

e as diferentes condigdes das culturas em fungdo da altitude, tipos de solo, exposicdo solar, entre outros
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[241]. A altitude também influencia a produgéo e emissdo de COVs ja que existem espécies de plantas
que se desenvolvem ao nivel do mar, enquanto que, outras precisam de maiores altitudes. O tipo de solo
onde a planta foi cultivada ou nasceu espontaneamente determina a formagao e a emissdo de COVs. O
crescimento e sobrevivéncia de muitas espécies vegetais é severamente deprimido em solos mal
drenados [241]. Diversas variedades de plantas tém necessidades muito diferentes em rela¢do ao tipo de

solo, disponibilidade de nutrientes e quantidade de agua [171, 250, 251].

2.2.4 Aplicagoes Industriais dos Compostos Volateis

Comercialmente, muitos compostos volateis resultantes de plantas apresentam diversas
aplicagdes industriais devido ao seu odor e sabor carateristicos. Muitos s&o utilizados como detergentes,
gel de duche, cosméticos ou produtos de perfumaria [188, 254]. Outros s&o utilizados nos produtos
alimentares como aromatizantes, agentes antimicrobianos e antioxidantes ou como medicamentos ou

remédios naturais [241].

Compostos volateis sdo utilizados no controle e protegdo de culturas. Muitos servem para
manipular o comportamento das espécies benéficas. Outros séo utilizados como insecticidas, que sao
directamente tdxicos para os organismos alvo, ou como repelentes que impedem a alimentagéo e
afastam as pragas. Podem também ser utilizados como feromonas que alteram o comportamento de
pragas [189]. Algumas das vantagens da utilizagdo destes produtos € que s&o produtos naturais e
biodegradaveis ndo se acumulando no meio ambiente e geralmente ndo apresentam toxicidade para os

mamiferos [241].

2.2.5 Métodos de Extragao, Quantificagao e Analise dos Compostos

Volateis

A fracdo volatil de uma matriz de origem vegetal é em geral definida como a mistura de
compostos que apresentam capacidade para se vaporizar espontaneamente e/ou sob condigdes
apropriadas ou ainda por recurso a técnicas adequadas. Os produtos volateis que caraterizam uma matriz
vegetal sdo conhecidos por 6leos essenciais, aromas, fragancias ou extratos obtidos através de técnicas
especificas [189]. A escolha do método quimico para a extragao e analise dos compostos volateis de uma
amostra geralmente depende do tipo de material vegetal a ser investigado. O crescente interesse na
composicao volatil de uma grande variedade de amostras de plantas tem levado ao desenvolvimento de

diversas técnicas extragdo com o intuito de melhorar a analise destes compostos [189].

2.2.5.1 Métodos de Extracao

A extracdo dos compostos volateis consiste em romper as células e recolher os compostos de

interesse, para isso, pode ser necessario utilizar diferentes técnicas dependendo das propriedades fisico-
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quimicas dos compostos que se pretende extrair, dos coeficientes de particdo em agua ou solventes
organicos, da polaridade do composto ou da estabilidade do composto, bem como a temperatura utilizada
durante o processo de extragdo [255, 256]. O numero de métodos disponiveis para obter a fracgdo volatil
de uma amostra de plantas & bastante grande mas os mais conhecidos e utilizados s&o a destilagéo e

extragdo com solventes.

22511 Destilagao
A destilagdo na maioria das vezes € realizada como hidrodestilagdo para libertar, na forma
gasosa, 0s compostos volateis a partir do material vegetal. Como o rendimento de amostra obtida por
esta técnica é tipicamente baixo, é necessario utilizar uma quantidade substancial de material vegetal
sendo utilizada como solvente a agua. O volume de &gua deve ser seleccionado de acordo com a

quantidade de material vegetal utilizado e com o rendimento de 6leo essencial desejado [257].

Na hidrodestilacao a mistura (4gua e material vegetal) é levada a ebuligdo. A temperatura do
vapor é assim suficientemente alta para quebrar a estrutura das células e libertar os compostos volateis.
Desde que o aquecimento seja realizado na presenga de agua, a pressao de vapor da agua aumenta e
também a pressao de vapor dos compostos que sobem através de um tubo conetado a outra camara
para a sua condensagdo. Esta técnica apresenta as seguintes desvantagens dentre as quais se pode
destacar o fato de ser um processo lento, os rendimentos sdo tipicamente baixos, os constituintes
naturais podem sofrer alteragdo por possivel oxidagdo devido a acgéo do calor além de que, podem

ocorrer perdas dos compostos mais polares [257].

2251.2 Extragdo Com Solventes

A eficacia deste método depende da correta escolha dos solventes (ex. polaridade), da
proporcao do solvente na amostra, da duragéo da extragéo e da escolha de temperatura para aumentar a
solubilidade dos compostos volateis e melhorar a transferéncia de massa. Os compostos volateis de uma
amostra vegetal apresentam diferentes polaridades e, até ao momento, ndo existe nenhum solvente Unico
capaz de extrair toda a vasta gama de compostos existente. A escolha do solvente é assim um passo
muito importante e limitado. Na verdade, muitas vezes, é necessario a utilizagao de diferentes solventes
para se obter um perfil mais completo de todos os volateis da amostra. Qualquer que seja o solvente
utilizado para cada metabolito, existe uma quantidade maxima que pode ser dissolvida, ou seja, a razéo
entre solvente e amostra ¢ um factor importante [256]. O tempo dessa dissolugdo depende
essencialmente das carateristicas fisico-quimicas e da proporgéo de solvente e do tipo de amostra [256].
A trituracdo e homogeneiza¢do da amostra s@o processos que também melhoram a extracdo ja que

permitem a ruptura das paredes celulares e um melhor contato com o solvente [258].
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2.2.5.1.3 Microextragao em fase sélida ou Headspace (HS-SPME)

Durante as ultimas décadas a técnica de microextracdo em fase sdlida conhecida como
microextragdo em fase sélida ou Headspace (HS-SPME) tem vindo a ser muito utilizada para a obtengéo
de volateis de plantas intactas ou danificadas. Esta técnica em combinagdo com a técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espetroscopia de massa dé informagdo mais completa da composicdo

volatil de uma amostra [189].

A microextragao em fase solida — Headspace (HS-SPME) foi desenvolvida no sentido de facilitar
a preparagao de uma amostra para analise. Esta técnica tem sido considerada como uma das invengdes

mais brilhantes para preparagéo, extragéo e concentragdo de COVs presentes numa amostra.

Neste método a amostra é colocada num recipiente fechado sem circula¢éo de ar, ja que o fluxo
de ar poderia contaminar e dificultar a deteccéo e abundancia dos compostos [189]. O HS-SPME baseia-
se na adsor¢do! dos analitos numa fibra de silica fundida, recoberta por uma fina camada de sorvente
(Figura 3). A fibra é anexada dentro de uma agulha de uma seringa modificada. Os volateis sao
recolhidos quando a fibra é exposta directamente na amostra ou no headspace da amostra que por
partilha concentra o analito na superficie (sorvente). A fibra permanece varios minutos em contato com a
amostra até o equilibrio ter sido atingido. Em seguida, a fibra ¢ retirada e transferida para um injector de
cromatografia gasosa (GC) ou de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). A fibra é exposta e o
analito é desadorvido termicamente, no caso do GC, ou eluido pela fase movel, no caso do HPLC, sendo

subsequentemente analisado pelas técnicas cromatograficas inerentes aos referidos equipamentos.

A HS-SPME apresenta como vantagens ter uma elevada sensibilidade e simplicidade,
necessidade de apenas um pequeno volume de amostra, ter menor custo de analise e um tempo de
extragdo curto que pode ser reduzido apenas a alguns minutos e, além disto, esta técnica elimina a
necessidade de utilizar solventes que podem conter impurezas e interferir com a analise da amostra [259,
260]. Esta técnica pode ser aplicada com sucesso para compostos polares e nao polares de amostras
gasosas, liquidas ou sélidas e pode ser facimente combinada com vérios instrumentos analiticos tais
como GC, GC-QMS, HPLC efou LC-MS [261]. Outros aspectos importantes desta técnica sdo a
reprodutibilidade, a repetibilidade e a estabilidade da fibra bem como a possibilidade de fazer

determinagdes quantitativas dos constituintes [259].

1 Adsorgao é o termo quimico utilizado no processo em que os volateis de uma amostra ficam “agarrados” sem se
misturarem sobre uma superficie (neste caso a superficie utilizada é o polimero da fibra utilizada em SPME).
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Figura 3: Técnica de Microextragdo em fase soélida em modo headspace (HS-SPME) [189].

2.2.5.1.3.1 Selegao da Fibra

Varios tipos de fibras de diferentes espessuras e polaridades com grande seletividade para
analitos diferentes estao disponiveis comercialmente (Tabela 9). Na extracdo de volateis, a polaridade da
fibra deve corresponder a polaridade do analito, ou seja, as fibras ndo polares devem ser utilizadas para
analitos ndo polares, enquanto que as fibras polares devem ser utilizadas para analitos polares. Uma
maior espessura da fase estacionaria € melhor para compostos volateis, enquanto que uma fase mais
fina & adequada para moléculas maiores [259].

Tabela 9: Carateristicas das fibras disponiveis comercialmente segundo, a sua espessura, polaridade e o tipo de
compostos a extrair [259].

Fases Estacionarias Espessura do Polaridade da Tipo de compostos
Revestimento Fibra

Polidimetilsiloxano (PDMS) 7,30 0u 100 ym Né&o polar volateis

Poliacrilato (PA) 85 um Polar semi-volateis

Carbomax/divinilbenzeno (CW/DBV) 65 um Polar alcoois e compostos
volateis

Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno 65 um Nao Polar volateis, aminas e

(PDMS/DVB) compostos nitro arométicos

Divinilbenzeno/carboxene/poli- 50/30 pm - odores

dimetilsiloxano (DVB/CAR/PDMS)
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2.2.5.1.3.2 Optimizagao da Extracao

A quantidade de substancia extraida pela fibra depende nao sé da sua polaridade e espessura,
como também do tempo do processo e da concentracdo dos analitos presentes na amostra. A extracdo
dos analitos pode ser melhorada por agitagdo, por alteragdo do pH a través elou por aumento da
temperatura [261]. O tempo de extragdo é determinado principalmente pela velocidade de agitacéo e pelo
coeficiente de particdo do analito entre o revestimento da fibra e matriz da amostra. A agitacdo magnética
é o tipo de agitacdo mais utilizada. Este processo acelera a transferéncia de analitos a partir da matriz
para a fibra, no entanto, uma agitagdo muito rapida pode causar uma mudanga no tempo de equilibrio e
resultar numa pobre precisdo das medicdes [261]. A eficacia da extragdo também pode ser melhorada
através da adi¢do de sais, tais como cloreto de sodio, hidrogenocarbonato de sédio, carbonato de
potassio ou sulfato de amonio. A supersaturagdo da amostra com sais € mais eficaz para a extragdo de
substancias a analisar para a fibra, devido ao efeito de salting-out. Em geral a amostra pode ser
acidificada para extragdo dos analitos acidicos ou tornada alcalina para extragéo dos analitos basicos
[259].

2.2.5.1.3.3 Optimizagao da Desorgao

A desor¢édo? dos analitos na camara de inje¢do do GC é dependente da volatilidade do analito,
da espessura e do revestimento da fibra, da profundidade de injeccéo, da temperatura de injec¢éo e do
tempo de exposicdo da amostra. O injector split/splitless deve ser usado na forma splitless para evitar a
perda dos compostos volateis extraidos. A temperatura dptima de desorgao é aproximadamente igual a
do ponto de ebulicdo da substancia a analisar. O tempo de desorcdo depende da temperatura do injector
[259, 261].

2.2.5.3 Método de Quantificagao e Analise
2.2.5.3.1 Cromatografia gasosa acoplada a espetroscopia de massa (GC-qMS)

A cromatografia gasosa acoplada a espetroscopia de massa em modo de quadruplo
(GC-gMS) é uma técnica instrumental através da qual misturas complexas de substancias quimicas
podem ser separadas, identificadas e quantificadas [262]. Para que um composto possa ser analisado por
GC-gMS ele deve ser suficientemente volatil e termicamente estavel. As amostras s@o geralmente

analisadas como solugdes organicas, assim as matérias de interesse tém de ser extraidos com solvente

2 Desorgao é o termo quimico utilizado no processo em que os volateis de uma amostra se soltam da superficie
onde estavam “agarrados” sem se misturarem (neste caso a superficie utilizada é o polimero da fibra utilizada em
SPME).
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adequado, ou na auséncia de solvente (SPME) e o extrato submetido a clean-up antes da sua analise por
GC-gMS.

Existem diferentes configuracdes GC-gMS mas todas elas partilham tipos comuns de
componentes, um injetor (onde a amostra é introduzida), um gas de arraste, valvulas de controlo com
controlador de temperatura de forno e um programador microprocessador, tubagem para ligar o injetor a
coluna e a coluna a interface do espectrometro de massa. A coluna capilar é revestida com uma fase
estaciondria adequada para separagdo dos compostos e a interface serve para transferéncia dos
compostos separados (no GC) para o MS. O espectrémetro de massa é formado por uma fonte de
ionizagdo, analisador de massa e um detetor de ides. Finalmente, todos os GC-QMS apresentam um

sistema de aquisi¢éo e controle de dados (Figura 4) [263].

| — 7|
| | il ‘
W A A
v - Mass spectrometer -

He Sample
or H|  |prep and> 5| Interface f»| Source | QUadrupole Detector| | Control and
gas injector A | analyzer acquisition
GLC oven] 1 ‘ l l
[ ———
Capilary Vacuum | Data
column pumps processing
2

Output

Figura 4: Diagrama tipico do sistema GC-gMS [263].

A amostra é injetada na entrada do GC onde é vaporizada e arrastada por um gas de transporte
(geralmente hélio — fase mével) para uma coluna cromatografica capilar que suporta a fase estacionaria.
Assim, a amostra flui pela coluna e os compostos de interesse s&o separados em consoante 0 seu grau
de interacdo com a fase estacionéria da coluna. Uma das extremidades da coluna passa através de uma
linha de transferéncia aquecida (interfase) e entra no MS. Neste os compostos eluidos diferenciadamente

no GC s&o ionizados [263].

Existem dois métodos possiveis para a producédo de ides, o mais utilizado € o de ionizagéo por
impacto electrénico (El) e o outro, utilizado ocasionalmente como alternativa, é o de ionizagdo quimica
(CI). No El' um feixe de electrdes ionizam as moléculas da amostra, originando o i&o molecular, M* (catido
radical). Quando o fragmento resultante deste ido é visto no espetro de massa fornece-nos o peso
molecular do composto. Quando o impacto electrénico é excessivamente energético, o i&o molecular
fragmenta-se produzindo fragmentos idnicos de menor massa molecular. Esta informagéo é usada para

identificar os compostos de interesse e ajuda a determinar a estrutura dos componentes das misturas
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desconhecidas. O método Cl comega com a ionizagdo do metano (ou outro gas adequado) formando um
radical que por sua vez ir ionizar a molécula da amostra [M+H]*. Este tipo de ionizagdo é uma menos
energética originando menos fragmentos i6nicos do que com El, e desta forma na Cl a informag&o sobre
a estrutura da molécula ndo ¢ tdo detalhada, no entanto, pelo facto de ser menos extensiva o ido
molecular esta sempre presente, contrariamente & El onde na maioria das vezes a visualizagdo do
fragmento ionico correspondente ao ido molecular é dificil, complicando desta forma a elucidagio
estrutural. Uma vez ionizada, os fragmentos iénicos sdo repelidos para fora da camara de ionizagdo
[263].

O componente seguinte é um analisador de massa, o qual separa e alinha os ides de acordo
com a sua massa/ carga (m/z). Existem varios tipos de analisador, os quadruplos, armadilhas de ides, o
sector magnético, tempo de voo, radio frequéncia, entre outros. Os mais comuns s&o os quadruplos e
armadilha de ides. Apds os ides serem separados e alinhados da frequéncia mais alta para a mais baixa

eles passam para um detetor produzindo um espetro de massa [263].
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material Biologico

3.1.1 Insetos: Estirpe Utilizada e Métodos de Criagao

Foram utilizados individuos adultos de C. capitata dos dois sexos pertencentes a estirpe Vienna
7 mix 2000. Esta estirpe, desenvolvida pelos geneticistas da FAO/IAEA, na Unidade de Entomologia em
Seibersdorf na Austria, carateriza-se por possuir duas variagdes genéticas, a primeira corresponde & cor
da pupa, sendo as pupas dos machos castanhas e as pupas das fémeas brancas, e a segunda
corresponde a uma alteragdo nas fémeas que passam a apresentar sensibilidade letal a temperaturas
acima dos 34°C [264, 265]. Estas duas carateristicas sdo Uteis durante a criagdo porque permitem a
separacao das pupas do dois sexos € a posterior eliminagao das fémeas durante a criagdo. Os individuos
utilizados neste estudo néo foram esterilizados sendo provenientes da Biofabrica da Camacha (Madeira)
que cria através do Programa Madeira-Med insetos desta estirpe desde 0 ano de 1998. Os adultos foram
criados e mantidos num ambiente com uma temperatura média de 23,3 + 1 °C, a uma percentagem de
humidade relativa média foi de 47 + 1 %, a uma luminosidade média de 235 + 11 lux e um fotoperiodo de
14L/10D.

3.1.2 Selegao e Recolha das Espécies de Plantas Utilizadas
3.1.1.2 Selegao das Espécies

Neste trabalho foram utilizadas cinco plantas: a arruda, Ruta chalepensis L., a cedronela,
Cedronella canarienses L., o eucalipto Eucalyptus globulus Labill; o louro, Laurus novocanariensis Rivas-
Mart. e a murta, Myrtus communis L.. Estas plantas foram selecionadas ndo sdo s6 por apresentarem
efeito repelente contra algumas espécies de insetos (Tabela 5), como também pela sua grande
abundancia e disponibilidade na RAM. Além de que, sdo de facil utilizagdo por parte dos agricultores e

podem ser cultivadas em diferentes localidades da llha.

3.1.2.2 Recolha das Plantas

No momento da colheita de qualquer material vegetal é necessario ter em conta varios aspetos
que podem alterar a sua composigéo volatil como, a época de colheita, tipo de 6rgéo a utilizar, fase de
desenvolvimento [243, 245, 266, 267], local de onde foi recolhido (area geogréfica), hora da colheita

[243, 268] e ainda se havia presenca ou auséncia de ataque por parte de insetos, fungos ou virus [256].
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Por forma a uniformizar as recolhas, as folhas adultas das partes aéreas das diferentes espécies
de plantas foram recolhidas sempre na parte da manha entre as 08:00 h e as 10:00 h em Machico e/ou
Camacha entre os meses de Outubro e Dezembro de 2012. As folhas das plantas de arruda, cedronela e
louro foram recolhidas em jardins diferentes durante o seu periodo vegetativo. Todas estavam expostas
ao sol e ao seu redor estavam muitas outras plantas todas em bom estado, aparentemente sem infe¢bes
provocadas por fungos ou virus. As amostras de plantas naturalizadas de eucaliptos e murta foram
recolhidas apos a altura de frutos no primeiro caso e antes da altura de frutos no segundo caso. Estas
amostras foram recolhidas de locais soleados, € em redor verificou-se a presenca de muitas outras

plantas todas em bom estado, aparentemente sem infe¢des provocadas por fungos ou virus (Tabela 10).

As amostras das plantas foram depositadas no herbario da Universidade da Madeira.

Tabela 10: Carateristicas das plantas utilizadas nos bioensaios.

Nome Cientifico | Origem Distribuicao na liha [269] Local de Recolha Més/ Data | Estado
[269] de vegetativo
Recolha
Ruta chalepensis | Autdctone Cultivada para fins Machico (latitude: Outubro Antes
L. (Rutaceae) medicinais e de supersticdo. | 32°44'8.86"N; longitude: | (24/10/12) | Florescimento
16°48'11.29"W):
Cedronella Endémica da | Frequentemente encontrada | Camacha (latitude: Outubro Estado
canariensis L. Madeira, em locais sombrios, 32°4018.91"N; (10/10/12) | Vegetativo
(Lamiaceae) Acores e geralmente acima dos 50 m | longitude:
Canarias de altitude. 16°50'52.91"W)
Eucalyptos Introduzida Cultivada principalmente a Camacha (latitude: Novembro | Apo6s altura
globulus Labill da Tasmania | média altitude em zonas de 32°40'22.96"; longitude: | (13/11/12) | de frutos
(Myrtaceae) montanha ou espontanea 16°51'0.14"W)
nas proprias zonas de
cultura e nas zonas
proximas.
Laurus Endémica da | Cultivada para fins Camacha (latitude: Novembro | Estado
novovanariensis Madeira e ornamentais e 32°40'20.81"N; (28/11/12) | vegetativo
Rivas Mart. Canarias condimentares e/ou longitude:
(Lauraceae) frequentemente encontrada | 16°50'51.09"W)
nas Laurissilva a altitudes
entre 0s 200 a 1500 m
Myrtus communis | Autdctone Cultivada para fins Machico (latitude: Novembro | Em altura de
L. (Myrtaceae) ornamentais ocorre de forma | 32°44'6.66"N; longitude: | (27/12/12) | frutos
espontanea eminconstas e | 16°48'18.28"W)
precipicios em locais
expostos, entre 100 a 1000
m de altitude
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3.2 Preparagao, Extragdo e Analise dos Compostos Volateis da

Proteina e dos Extratos das Plantas

3.2.1. Preparagao da Amostra e Extragdo dos Compostos Volateis da

Proteina

3.2.1.1 Preparagao das Amostras de Proteina

A amostra de proteina alimentar utilizada nos bioensaios foi preparada de igual forma a proteina
alimentar utilizada na alimentacdo dos adultos em laboratério. Esta proteina comercializada como FNI
210 é vendida em forma de p6 (Bio-Ingredientes LaLLEMAND, composi¢do quimica (ANEXO 1)) [89].
Quimicamente é obtida a partir da levedura de cerveja Saccharomcyes cerevisiae. Na prepara¢do do
alimento colocou-se num vidro de reldgio 1 g de proteina para cada 3 g de aglcar e humedeceu-se com

0,1 ml de agua destilada.

3.2.1.2 Extragao dos Compostos Volateis da Proteina

Para a extracdo dos compostos volateis da proteina alimentar utilizou-se a fibra tripla de SPME
DVB/CAR/PDMS com 50/30 um de didmetro. Pesou-se cerca de 0,1 g proteina alimentar dentro de um
vial com um pequeno orificio na tampa. Neste introduziu-se manualmente a fibra durante cerca de 30
minutos e ao fim desse tempo, a fibra foi recolhida e inserida no GC-QMS para desor¢ao, separagéo e

identificacdo dos compostos volateis.

3.2.2. Preparagao dos Extratos das Plantas e Extracao dos Compostos

Volateis

3.2.2.1 Preparagao dos Extratos das Plantas

A preparagéo dos extratos das plantas compreendeu varios passos, entre eles, a extragao dos
compostos de interesse, a filtracdo e o congelamento da amostra até a sua utilizagdo. Efetuou-se a
preparagao dos extratos das plantas a temperatura ambiente utilizando como solvente a dgua destilada.
Evitou-se a utilizacdo de outros solventes organicos assim como a utilizagéo de temperaturas elevadas
porque ambos podem provocar alteragdes qualitativas e quantitativas na composigéo volatil da amostra
devido a decomposigéo e/ou alteragdo dos compostos quimicos [258]. Por este mesmo motivo as plantas
foram tratadas logo ap6s recolha. Primeiro foram transportadas para a Biofabrica da Camacha onde
procedeu-se ao tratamento das amostras. Para tal, cerca de 50 g de folhas foram pesadas e moidas, em

seguida, foi adicionado cerca de 100 ml de agua destilada e deixada a solugdo com concentragéo de 0,5
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g/ml a repousar aproximadamente de 1h de forma a permitir a dissolu¢éo das particulas da amostra no
solvente [255].

Posteriormente, a mistura foi filirada e o extrato foi recolhido em frascos de aproximadamente 2 ml
e conservados no frio (- 4 ° C) até a sua utilizagdo. O congelamento € um dos métodos de conservacédo
mais utilizado para prolongar e conservar o conteudo de uma amostra ainda que as reagdes quimicas,
bioguimicas e fisiolégicas ndo cessam completamente durante o arrefecimento. Embora a analise do
efeito repelente dos extratos no comportamento dos insetos devesse ser feita, preferencialmente logo
apds a recolha do extrato, de modo a garantir os valores préximos e exatos de todos os componentes
volateis, tal nao foi possivel, devido a quantidade de testes delineados neste trabalho, por isso procedeu-
se ao congelamento das amostras em vérias aliquotas. No entanto, alguns trabalhos realizados com
insetos mostram que nao ha diferengas na resposta dos insetos a extratos congelados ou frescos da

mesma planta [270].

Os principais equipamentos utilizados na preparagédo dos extratos das plantas e bioensaios

encontram-se resumidos na tabela 11.

Tabela 11: Resumo dos principais equipamentos utilizados.

Equipamentos Marca

Detetor portatil de temperatura e humidade relativa | HANNA Instruments, HI 9564

Detetor portatil de luminosidade Sinometer LX1010B
Balanca Analitica METTLER Toledo Sb12001
Moinho BeCKEN 150W

Estufa WTCBinder

3.2.2.2 Extragdo dos Compostos volateis

Cada extrato foi retirado do congelador no dia em que foi realizada a andlise da composigao
volatil tendo sido previamente deixado descongelar aproximadamente durante uma hora. Para a extra¢éo
dos compostos volateis dos extratos utilizou-se a fibra tripla DVB/CAR/PDMS com 50/30 um de didmetro.
Colocou-se cerca de 2 ml de extrato dentro de um vial e para se obter um perfil mais completo dos
volateis da amostra adicionou-se 10 % de NaCl cerca de 0,2 g. Posteriormente, o vial com a mistura foi
colocado em banho-maria com agitagdo magnética a 40°C e, logo de seguida, a fibra foi inserida durante
cerca de 30 minutos. Ao fim desse tempo, a fibra foi recolhida e inserida no GC- MS para a anélise dos

compostos.
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3.2.3 Condigoes Utilizadas na Cromatografia Gasosa acoplado a
Espetrometria de Massa (GC-QMS)

Para quantificagéo e analise de compostos volateis recorreu-se a GC-gMs. Uma vez recolhidos
os volateis na fibra, esta foi introduzida na porta de inje¢do do GC, onde foi mantida durante 6 minutos
para a adsorgao dos compostos. O injetor split/splitless, operando no modo de splitless foi equipado com
um linner para SPME (didmetro interno 0,75 mm 1.D., Supelco, Barcelona, Espanha). Os metabolitos
desorvidos foram separados por um sistema GC (Agilent Technologies 6890N) equipado com uma coluna
de silica fundida capilar BP-20 (30 m x 0,25 mm 1.D. x 0,25 um espessura da pelicula) fornecido pela
SGE (Darmstadt, Alemanha). Este sistema foi ligado a um detetor de massas quadruplo seletivo 5973N
Agilent. O hélio (Air Liquide, Portugal) foi utilizado como gés de arraste com um fluxo constante de 1,1 mL
/' min (Press&o & entrada da coluna: 12 psi). A temperatura do forno do GC foi programada da seguinte
forma: 40 ° C por 1 min, 1,5 °C / min © até 180 ° C (1min), depois sobe para 220°Ca 35°C/mine é

mantido isotermicamente a 220 ° C por mais 1 minuto (Figura 5).

1 mint.

Figura 5: Rampa de temperaturas utilizadas no GC-QMS na anélise dos compostos volateis presentes no fluxo de
ar e nas amostras de trimedlure, proteina e extratos das plantas.

Para o sistema de MS, as temperaturas do injetor, do detetor e da fonte de ionizagéo foram 150,
180 e 230 ° C, respetivamente. Os fragmentos idnicos foram obtidos por impato de electrdes (El) a 70 eV
com uma corrente de ionizacdo de aproximadamente 30 pA. Os dados de aquisicdo foram realizados em
modo de varredura (faixa de massa m / z 30-300; 6 scans/s). A &rea do pico de cada composto foi obtida
a partir do cromatograma de extragéo de ides (IEC), selecionando os ibes alvo para cada composto
identificado. A repetibilidade foi expressa como desvio padréo relativo (RSD). A aquisi¢éo de sinal e de

processamento de dados foram realizadas utilizando o software HP Chemstation (Agilent Technologies).
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3.3 Bioensaios
3.3.1 Descrigao e Funcionamento do Olfatometro

Os estudos do comportamento dos insetos aos compostos volateis foram realizados num
olfatdmetro de dupla escolha em forma de Y (Demas [271]; Koschier [272] and George [273]). O
olfatémetro em forma de Y é um tubo de vidro transparente com 2 cm de didmetro interior, formado por
uma base com 30 cm de comprimento e dois bragos cada um com 10 cm de comprimento formando entre
si um angulo de cerca de 25° (Figura 6). O final de cada um dos bragos encontra-se ligado a uma
mangueira de plastico por onde passa um fluxo de ar. O fluxo de ar bombeado por uma bomba de vacuo
(LABOPORT, 2,4 bar) é passado por um sistema de carvéo ativado de forma a filtrar o ar eliminando
odores e outras impurezas. Posteriormente, 0 ar passa por um sistema de agua destilada para ser
humidificado, e entra separadamente em cada um dos bragos do olfatémetro até a base do tubo. O ar é
recolhido através de uma mangueira de plastico ligada a base do tubo e volta para a bomba. O fluxo de ar

& entrada de cada um dos bracos do olfatometro é cerca de 120 mL/min.

(2) H (3)

o,

= G ey

Figura 6: Olfatometro em forma de Y utilizado nos bioensaios. (1) bomba de vacuo; (2) carvéo ativado; (3) 4gua
destilada; (4) (5) bragos do olfatémetro; (6) centro.
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3.3.2 Estandardizacao das Condigdes dos Bioensaios

3.3.2.1 Anélise do Fluxo de Ar

Para evitar falsas respostas e/ou a confusdo dos insetos, o fluxo de ar dentro do olfatémetro deve
estar isento de volateis além dos da amostra [155]. Contudo, pode haver contaminagao do fluxo de ar que

circula dentro do olfatdmetro. Os compostos volateis interferentes podem ter diferentes origens:

o serem libertados pelo material utilizado no aparelho ex. as mangueiras, rolhas e/ou tecidos;

e proceder do ar circundante do exterior quando aspirado pela bomba e direcionado para o
interior do olfatémetro;

e resultar da acumulagdo/aglomeracdo de volateis nas paredes e material do olfatometro
provenientes das amostras que foram previamente testadas;

o terem sido libertados pelos insetos durante cada teste.

Para avaliar a auséncia de contaminantes volateis do ar fez-se uma analise do fluxo de ar que
circulava no interior do olfatémetro. Para isto foi utilizado a técnica HS-SPME seguida de analise por GC-
QMS (3.2.3). Para tal, o olfatémetro e todo o material utilizado foi lavado com agua destilada e seco,
sendo posteriormente montado. O fluxo de ar foi ligado e deixado circular durante cerca de 10 minutos e,
apos esse tempo, a fibra tripla de DVB/CAR/PDMS foi introduzida no centro do olfatémetro durante cerca

de 30 minutos sendo posteriormente introduzida no GC-QMS.

3.3.2.2 Dispersao de Volateis

O fluxo de ar que sai da bomba ¢ canalizado através dos dois bragos do olfatometro. Parte do ar
passa pelo brago com a amostra e a outra parte passa pelo outro brago, sem amostra que serve de
controlo. O fluxo de ar com os volateis da amostra e o fluxo de ar do brago sem amostra (controlo) séo
arrastados até ao centro do olfatémetro onde se misturam (Figura 7 I). Os insetos que se dirigem do
centro do tubo uma vez que entram no brago com a amostra é considerado que respondem
positivamente. Para relacionar possiveis diferengas nas respostas dos insetos com a concentragéo da
amostra utilizada foi verificado o modo de dispersdo dos volateis dentro do olfatdmetro ja que
eventualmente o ar podera concentrar-se numa parte do tubo e/ou entrar no brago contrario se o fluxo de
ar ndo for o suficiente. Para verificar a dispersdo dos volateis no interior do olfatémetro foi utilizado o
trimedlure (TML). Este composto altamente volatil é idéntico & feromona sexual dos machos de C.
capitata. O TML é um dos atrativos sintéticos mais utilizados em armadilhas no campo para dete¢ao da
mosca da fruta. O TML (C12H21ClO2) (cas number 12002-53-8) consiste numa mistura de oito isomeros de

terc-butil ésteres dos acidos 4- e 5-cloro-2-metilciclohexano carboxilicos, é comercializado em doses de
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cerca de 2g num tampao polimérico que proporciona a libertagdo controlada do atrativo até cerca de oito

semanas [274].

Para analise da dispersdo de volateis utilizou-se novamente a técnica HS-SPME seguida de
analise por GC-QMS (3.2.3). O TML foi colocado dentro de um brago do olfatémetro e o fluxo de ar foi
ligado cerca de 10 minutos. Apds esse tempo, a fibra tripla DVB/CAR/PDMS foi inserida no interior do
olfatémetro durante cerca de 30 minutos sendo, findos quais foi removida e inserida no GC-QMS (3.2.3).
Realizaram-se separadamente 4 recolhas da composi¢do volatil do TML em 4 pontos diferentes do

olfatémetro (brago com amostra, brago sem amostra, centro e base), para posterior comparagéo (Figura 7

C

) 1)

Figura 7: Olfatometro em forma de Y. I) representacéo da direcdo da dispersdo dos volateis esperada dentro do
olfatémetro; Il) pontos dentro do olfatdmetro de onde foram recolhidas as amostras de ar A=brago com amostra;
B=brago sem amostra (controlo); C= centro do olfatometro; D=base do olfatdmetro.

3.3.3 Andlise da Resposta dos Insetos

Na andlise das respostas dos insetos € necessario definir alguns termos como: teste, bioensaio,
repeticdo e tipo de resposta (positiva, negativa e néo resposta) os quais foram utilizados de forma

consistente ao longo do trabalho.

Bioensaio: ensaio realizado com individuos do mesmo sexo (machos, fémeas), estado sexual (virgens,

nao virgens) com a mesma idade e com 0 mesmo numero de individuos por grupo;

Repeti¢ao: numero de vezes que é realizado cada bioensaio com os mesmos individuos;
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Teste: conjunto de todos os bioensaios que foram realizados com individuos do mesmo sexo (machos,
fémeas), e estado sexual (virgens, ndo virgens) independentemente da idade e nimero de individuos por

grupo,

Resposta Positiva: quando um inseto se encontra entre o ponto C e A do olfatémetro (Figura 6 Il). As
respostas positivas correspondem ao nimero total de insetos que responderam positivamente em cada

bioensaio;
Resposta Negativa: quando os insetos se encontravam entre o ponto C e B do olfatometro (Figura 6 II);

Nao Resposta: quando os insetos se encontravam entre os pontos C e D do olfatémetro (Figura 6 Il).

3.3.3.1 Manuseamento dos Insetos Utilizados nos Bioensaios

Os insetos utilizados foram machos virgens e fémeas virgens e né@o virgens com idades
compreendidas entre os 5 e 0s 20 dias. Os insetos utilizados ndo foram esterilizados através de radiagéo.
Inicialmente, as pupas foram separadas por sexos consoante a cor e 0s individuos de cada sexo foram
colocados em caixas diferentes. A medida que os adultos emergiam eram transferidos para outras caixas
de plastico de forma a garantir que em cada caixa todos os individuos do mesmo sexo tivessem a mesma
idade. As caixas de plastico transparente utilizadas apresentam forma rectangular com 40 cm de
comprimento e 30 cm de largura e 30 c¢cm altura (Figura 8). De forma a evitar possiveis alteracdes no
comportamento dos adultos causado pelas libertagbes de feromonas do sexo oposto apds emergéncia
dos adultos, as caixas com os machos foram separadas das caixas das fémeas e mantidas em salas
diferentes [275]. Todos os insetos foram alimentados com proteina e aglcar numa relacdo de 1/3

colocadas em placas de Petri sendo a dgua disponibilizada num algod&o humedecido.

Figura 8: Caixas utilizadas durante a criagdo de adultos de C. capitata.
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3.3.3.2 Condigoes dos Bioensaios

Os bioensaios foram conduzidos como descrito previamente por George [273], numa sala
separada do local de criagdo em ambiente controlado. Todos os bioensaios foram realizados sempre no
mesmo local da sala. As carateristicas da sala eram: auséncia de corrente de ar e luz natural, auséncia
de janelas, presenga de uma porta de aluminio branca, parede de cor creme, apenas presente um

pequeno armario de aluminio cinzento em local contrario a realizagéo dos bioensaios.

Todos os bioensaios decorreram entre as 9:00 e as 16:00h. A entrada de cada um dos bragos do
olfatémetro foram colocados quadradinhos de papel de filtro com cerca de 0,5 ¢cm de largura e 2,5 cm de
comprimento, sendo num aplicada a amostra e o outro, sem amostra, que serviu de controlo. O
olfatémetro foi colocado com um angulo de 60° em rela¢do ao plano horizontal em cima de uma superficie
branca opaca. A bomba de vacuo foi ligada durante cerca de10 minutos antes de cada bioensaio para a
circulacdo dos volateis da amostra antes de se introduzir os insetos. Os insetos foram introduzidos
manualmente a entrada do tubo principal do olfatémetro através de um aspirador, sendo que durante a
introducdo dos insetos no olfatdmetro o fluxo de ar foi mantido ligado. O tempo maximo de cada
bioensaio foi de 30 minutos, sendo que, a resposta dos insetos foi anotada ao final dos 10, 20 e 30
minutos. No final de cada bioensaio o olfatémetro foi lavado com agua destilada e colocado a secar

dentro de uma estufa a 60 °C.

3.3.3.3 Analise da Resposta dos Insetos a Proteina Alimentar

Na analise da resposta dos insetos a proteina alimentar foram utilizados um total de 1980
insetos, sendo utilizados por teste 660 machos virgens, 660 fémeas virgens e 660 fémeas néo virgens.
Por idade foram utilizados um total de 165 insetos divididos em grupos de 5 com 30 insetos, grupos 10
com 45 insetos e grupos de 15 com 90 insetos. Foram realizados um total de 216 bioensaios cada um
repetido 3 vezes. Antes de se iniciar os bioensaios todos os insetos foram deixados em jejum cerca de 1
hora. No inicio de cada um dos bioensaios foi preparada e utilizada como atrativo uma 1 g de proteina
alimentar. Os bioensaios foram conduzidos numa sala de ambiente controlado com temperatura média de
23,5 £ 2 °C, percentagem de humidade relativa média de 47 £ 4 %, luminosidade média de 235 £ 11 lux
e um fotoperiodo de 14L/10 D. Foram contabilizados como respostas positivas 0s insetos que se dirigiram
ao brago no qual fora colocada a amostra, como respostas negativas os insetos que se dirigiam ao brago
sem amostra e, como ndo respostas foram contabilizados os insetos que ndo se deslocaram a nenhum

dos bragos.

Além da resposta dos insetos a proteina alimentar foram consideradas outras variaveis

suscetiveis de influenciar a resposta dos insetos durante os bioensaios como, o nimero de repetigdes
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realizadas com os mesmos insetos, o brago do olfatdmetro no qual é colocada a amostra (brago direito ou
esquerdo), o tempo de duracdo do bioensaio, 0 numero de individuos utilizado em cada bioensaio, as

condicdes dos insetos como o sexo, a maturidade sexual e a idade.

Numero de Repeti¢des: A resposta de um inseto aos compostos volateis pode ser alterada
consoante o nimero de vezes que este estd em contato com o composto, por exemplo, pode haver
habituagdo ao mesmo. Igualmente com o tempo, os insetos podem n&o responder por cansago fisico ou
fisiolégico, por exemplo, causado pela saturagdo dos recetores das antenas, devido ao tempo prolongado
de contato com a amostra. Por bioensaio o nimero de repeticbes consideradas com os mesmos insetos

foram 3.

Efeito da posicao dos bragos do olfatometro: A resposta aos compostos volateis pode variar
entre os dois bragos do olfatémetro, ou seja, os insetos podem ter a tendéncia de se dirigir mais para um
brago do que para outro [272]. Isto pode muitas vezes ser devido a presenca de estimulos externos como
por exemplo, maior claridade num brago do que noutro. Para excluir possiveis efeitos do brago do
olfatémetro, apos cada ensaio a posigao do brago em que era colocada a amostra foi rodada para o lado

oposto do ensaio anterior ou seja, 0s mesmos insetos a amostra foi colocada no mesmo brago

Tempo de duragio dos bioensaios: Num mesmo bioensaio, a resposta a estimulos olfativos
pode ser influenciada pelo tempo de duracdo do bioensaio, ja que com o tempo os insetos podem
responder mais ou menos ao estimulo por este motivo para os mesmos insetos foram registadas as

respostas aos 10, 20 e 30 minutos.

Numero de Individuos por bioensaio (5, 10, 15): Os insetos muitas vezes tém
comportamentos diferentes quando sozinhos ou quando em grupo. Os machos de C. capitata
normalmente na natureza foram leks ou grupos de 2 a 10 individuos para o acasalamento enquanto, que
as fémeas ndo formam grupos distribuindo-se muitas vezes dependendo da maturidade dos frutos das
plantas hospedeiras [114]. Para avaliar a capacidade de resposta em grupo, para cada estado sexual e

idade foram analisadas separadamente as respostas de grupos de 5, 10 e 15 adultos machos ou fémeas.

Sexo e Estado Sexual: A resposta a estimulos olfativos pode variar de acordo com o sexo e/ou
estado sexual dos insetos ja que as principais alteragdes fisiologicas tomam lugar durante a maturagéo
reprodutiva e acasalamento [276]. Por esta razéo foram realizados testes com machos e com fémeas

virgens ou ndo virgens.

Idade dos individuos: A idade dos insetos é com frequéncia um fator que influencia o
comportamento. O envelhecimento pode provocar alteragdes no sistema sensorial dos insetos reduzindo
desta forma a capacidade de resposta [114]. Para cada sexo e estado sexual (virgem, ndo virgem)

utilizou-se separadamente adultos de 5, 8, 14 e 20 dias de idade.
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Estado Nutricional: Para saber se as respostas dos insetos poderiam estar relacionadas com o
tempo que os insetos tinham estado em jejum antes dos bioensaios, foram comparadas as respostas dos
insetos acabados de se alimentar com proteina com as respostas dos insetos que estiveram em jejum
antes dos bioensaios (1h e 24 h). Os testes foram realizados apenas com o olfatdmetro sem amostra com
individuos de oito dias de idade e em grupos de 5 individuos. Ao tudo dos insetos acabados de se
alimentar foram testados 15 por sexo (machos e fémeas) e estado sexual (fémeas virgens e nao virgens)
sendo estes nimeros 0 mesmos utilizados nos bioensaios com insetos que estiveram 24 horas em jejum.
Ja dos insetos que estiveram em jejum 1 hora foram testados um total de 225 individuos de cada sexo

(machos e fémeas) e estado sexual (fémeas virgens e ndo virgens).

3.3.3.4 Andlise da Resposta dos Insetos aos Extratos das Plantas

Na anélise da resposta dos insetos aos extratos das plantas foram utilizados um total de 675
insetos, sendo utilizados por extrato 135 insetos divididos por teste 45 machos virgens, 45 fémeas virgens
e 45 fémeas ndo virgens. Em cada bioensaio foram utilizados machos virgens, fémeas virgens e néo
virgens, todos com 8 dias de idades em grupos de 5 individuos. Tendo sido realizado um total de 120
bioensaios, sendo que em cada bioensaio a resposta do mesmo grupo de 5 insetos dentro do olfatometro
foi testada trés vezes, primeiro com o olfatometro vazio, isto é sem amostra (branco), depois com a
proteina alimentar (controlo positivo) e por fim com extrato da planta. Para evitar uma possivel fatiga dos
insetos no espago reduzido do olfatdmetro houve entre cada teste um intervalo de 30 minutos. Nos casos
em que o olfatdmetro tinha amostra (proteina ou extrato de planta) foram contabilizados como respostas
positivas os insetos que se dirigiram ao brago no qual fora colocada a amostra, como respostas negativas
0s insetos que se dirigiam ao brago sem amostra e, como néo respostas foram contabilizados os insetos
que nao se deslocaram a nenhum dos bragos. Em todos os bioensaios as amostras foram colocadas no
braco direito. Para efeitos comparativos, nos casos em que o olfatdmetro ndo tinha amostra, foram
consideradas respostas sempre que os insetos se deslocaram ao brago direito e ao brago esquerdo e néo

respostas sempre que os insetos ndo escolheram nenhum dos bragos.

No inicio de cada um dos bioensaios com a proteina alimentar foi preparada e utilizada 1 g de
amostra. Ja em cada um dos bioensaios com os extratos da planta foi preparado e utilizado cerca de 100
Ml de extrato. Todos os insetos foram deixados em jejum cerca de 1 hora. Os bioensaios foram
conduzidos numa sala de ambiente controlado com uma temperatura média de 22,9 + 1 °C, percentagem
de humidade relativa média de 46,9 + 4 %, luminosidade média de 235 * 6 lux. Apos cada bioensaio o

olfatdometro foi lavado e secado.
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3.4 Analise Estatistica

Os dados recolhidos para analise estatistica foram obtidos pela observacdo do numero de
moscas que fizeram uma escolha entre um dos bragos do olfatdmetro ou que ndo responderam. Como o
numero de individuos utilizados por bioensaio foram diferentes para que se pudessem comparar 0S

resultados os valores das respostas foram transformados em percentagens:

o Percentagem de respostas positivas foi obtida através da divisdo do nimero de
insetos que se dirigiram ao brago com estimulo (proteina ou extrato da planta) sobre o
numero total de insetos utilizados por bioensaio.

o Percentagem de respostas negativas foi obtida pela divisdo do numero de insetos
que se dirigiram ao brago sem estimulo sobre o nimero total de insetos utilizados por
bioensaio.

o Percentagem de nao respostas foi obtida pela divisdo do nimero de insetos que nao

responderam sobre o numero total de insetos utilizados por bioensaio.

Os resultados foram analisados através de trés testes, 0 modelo linear generalizado univariado

(GML), do teste de Mantel-Haenszel e do teste de Wilcoxon.

O modelo linear generalizado univariado (GML) é uma extensdo dos modelos de regressao,
é utilizado para avaliar a interagdo entre variaveis, procurando o valor de uma variavel dependente (Y) a
partir de uma variavel independente (X) ou preditora, pressupondo que elas assumem um modelo linear e
que a variancia das respostas € constante. E um teste flexivel capaz de avaliar interacées entre variaveis
continuas ou categéricas ou a combinagdo das duas [277]. Este modelo foi utilizado na analise da
resposta dos insetos a proteina alimentar para verificar possiveis diferengas na resposta dos insetos
através da relagdo entre duas ou mais varidveis. As varidveis testadas foram o numero de repetigdes,
efeitos dos bragos olfatometro, tempo de teste, sexo, estado sexual, idade e numero de individuos por
grupo. Neste estudo foi aplicado 0 modelo linear generalizado univariado separadamente para analisar as

percentagens das respostas positivas, negativas e das néo respostas.

Este modelo foi também utilizado na analise das respostas dos insetos aos extratos das plantas
para verificar possiveis diferengas nas respostas dos insetos e as interagdes entre as varidveis sexo,
estado sexual e tempo de teste. De forma semelhante ao estudo das respostas a proteina, no caso da
andlise das respostas aos extratos das plantas foram analisadas através deste modelo linear

separadamente as percentagens das respostas positivas, negativas e ndo respostas.

O teste de Mantel-Haenszel foi aplicado para testar a independéncia de duas ou mais amostras
cujos dados sdo dispostos em n tabelas de contingéncia 2 x 2. A hipbtese nula é que a resposta

observada é independente do tratamento usado. Este teste foi utilizado para verificar se a resposta de
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diferentes grupos de insetos a proteina alimentar dentro do olfatdmetro podia ser influenciada por efeitos
direcionais causados pelos bragos do olfatbmetro, sendo que, a amostra de proteina foi colocada umas
vezes no brago direito e outras vezes no brago esquerdo, tendo-se sempre mantido as restantes
condigbes dos bioensaios iguais, assim como as condigbes dos insetos (sexo, estado sexual, idade e
numero de individuos por grupo). Este teste foi utilizado com os valores das percentagens das respostas

positivas separadamente das respostas negativas.

O teste de Wilcoxon é um teste ndo paramétrico utilizado para comparar duas amostras
pareados ou relacionados pelas diferencas entre as suas médias. Este é uma alternativa ao teste ¢ de
student para dados relacionados, mas é aplicado a dados mensurados pelo menos a nivel ordinal,
baseia-se na magnitude das diferengas entre pares amostrais [277]. Este teste foi utilizado para verificar
se havia diferengas entre o nimero de insetos que se deslocaram para o brago direito com o nimero de
insetos que se deslocaram para o brago esquerdo do olfatdmetro primeiro considerando apenas as
respostas quando o olfatémetro nao tinha amostra (branco), depois com proteina alimentar e por fim com
0 extrato das plantas. Este teste também foi utilizado para verificar se havia diferengas no nimero de
insetos que responderam positivamente no olfatometro sem amostra e com a proteina alimentar e/ ou

extrato da planta.

Toda a anélise estatistica foi realizada através do programa IBM SPSS statistics 20.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise do Ar Com e Sem Amostra no Interior do

Olfatometro

4.1.2 Analise do Ar Sem Amostra

Para verificar se o ar que circula no interior do olfatometro podia conter compostos volateis
contaminantes que pudessem ser posteriormente confundidos com os compostos volateis de uma
amostra, foi analisada a composicédo do ar do olfatometro apés lavagem do mesmo e, antes de introduzir
qualquer amostra. Inicialmente, fez-se uma anélise & fibra (branco da fibra) que consistiu em verificar se
esta apresentava compostos retidos. Uma vez analisada a fibra, esta foi colocada no centro do
olfatémetro local escolhido para a recolha dos compostos volateis do ar. Tanto na analise do branco da
fibra como da amostra de ar recolhida no interior do olfatémetro, foram encontrados 5 compostos: o
diéxido de carbono, o hexametil ciclotrisiloxano, a canfora, cis-1, o 2-dimetilciclohexano e o fenol (Tabela
12).

Tabela 12:Tempo de reteng&o e area dos compostos volateis encontrados na fibra (branco da fibra) e no ar sem
amostra retirado no centro do olfatémetro com as suas carateristicas quimicas.

Tempo de Compostos Volateis Estrutura Massa Numero Area do Pico
Retengao quimica | molecular CAS Fibra Ar
(min) Olfatom.
1,242 Didxido de carbono CO2 44 124-38-9 7,1x 108 2,6x108
2,053 Hexametil ciclotrisiloxano CeH1803Sis | 222 541-05-9 4,9x105 6,6x108
29,568 Canfora C10H160 152 464-49-3 1,2x108 1,1x108
44,129 Cis-1, 2-dimetilciclohexano CsH1e 112 2207-01-4 3,3x108 3,5x105
66,781 Fenol CeHsO 94 108-95-2 1,9x108 1,3x108

A area dos compostos do branco da fibra e da amostra de ar recolhida no centro do olfatometro
variou muito pouco (Figura 9). No branco da fibra 0 composto com maior area foi o didxido de carbono e o
composto com menor area foi o cis-1,2-dimetilciclohexano. Na amostra de ar no centro do olfatometro o
composto com maior area foi hexametil ciclotrisiloxano € o composto com menor &rea foi o cis-1,2-
dimetilciclohexano. As areas dos compostos encontrados no branco da fibra e na amostra de ar recolhida

no centro do olfatémetro diferenciaram-se apenas no caso do dioxido de carbono, que foi maior na fibra

Maria Sousa Tese de Mestrado 53




Resultados 2013

que na amostra de ar recolhida no olfatémetro, e no hexametil ciclotrisiloxano, que foi maior na amostra

de ar recolhida no olfatémetro que na fibra.
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Figura 9: Cromatogramas obtidos na analise dos compostos volateis do (a) branco da fibra e do (b) ar retirado no
centro olfatometro.

4.1.3 Analise dos Volateis da Amostra em Varios Pontos do

Olfatometro

Para saber a possivel dispersdo dos volateis no interior do olfatémetro, foi verificado se havia
variacdo da concentracdo de volateis em diferentes pontos do olfatémetro. O teste foi realizado com o
trimedlure (TML) pela sua elevada capacidade de volatilizagdo. Uma vez colocada uma amostra do TML
no olfatometro ligado foram realizadas recolhas do ar em 4 pontos diferentes. Em trés dos pontos (brago
com amostra, centro e base) (Figura 7l1I, B, A,C, D) era suposto haver volateis e num dos pontos (brago

sem amostra) (Figura 711, B) era suposto ndo haver ou haver muito menos quantidade de volateis.

Os resultados mostram que a concentragdo do composto varia consideravelmente ao longo do
tubo do olfatémetro sendo superior no brago com amostra (1,1x108) diminuindo ligeiramente cerca de 10
vezes menos no centro (3,9x107) e na base (5,5x107). No brago sem amostra houve aproximadamente
cerca de 100 vezes menos volateis (3,8x108) que no brago com amostra. Embora tenha sido encontrado
TML no brago onde nao era suposto haver volateis (Figura 6ll, B), verificou-se que existem diferencas

significativas na concentragéo deste composto entre os dois bragos (teste de Wilcoxon, p=0,046).
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4.2 Proteina

4.2.1 Anadlise da Composigao Volatil

Para a analise da composigao volatil da proteina foram recolhidas duas amostras uma na manha
(~10.00h) e na tarde (~16:00h) correspondendo aproximadamente com o inicio e o fim dos bioensaios.
Em ambas as analises foram encontrados um total de 18 compostos volateis. Na amostra de proteina
recolhida no inicio do dia foram encontrados 8 pirazinas, 2 alcoois, 2 acetonas, 1 acido, 2 aldeidos e 1
amida. Na amostra da proteina recolhida ao final do dia foram encontrados 9 pirazinas, 2 alcoois, 2
acetonas, 2 aldeidos e 1 amida (Tabela 13).

Tabela 13: Compostos volateis da proteina alimentar FNI210 (Lallemand) Carateristicas dos obtido (a) na manha
(~10:00h) e (b) na tarde (~16:00h).

Tempo de Massa Area do Pico
Retengéo Compostos Volateis Estrutura Molecular | Nimero Iniciodo | Final do
(min) quimica CAS dia dia
0,920 2-amino-N-etil CsH12N20 116 71773-95-0

propanamida 1,7x108 | 8,8x107
1,480 3-metil Butanal CsH100 52 590-86-3 1,4x107 | 1,4x107
6,306 2-metil-pirazina CsHsN2 94 109-08-0 9,4x108 | 6,2x108
7,786 2,5-dimetil pirazina, CeHsN:2 108 123-32-0 6,5x107 |  3,8x107
8,001 2,6-dimetil pirazina CeHsN2 108 108-50-9 5,7x106 |  4,7x106
9,008 2,3-dimetil pirazina CeHsN2 108 5910-89-4 - | 2,6x108
9,785 2-etil-6-metil pirazina CrH1oN2 122 13925-03-6 6,7x106 |  4,4x106
9,933 2-etil-5-metil pirazina CrH1oN2 122 13360-64-0 59x106 |  3,5x108
10,302 2,3,5-trimetil pirazina CrH1oN2 122 14667-55-1 2,2x107 | 1,3x107
11,897 2-¢til-3,6-dimetil

pirazina, CaH12N2 136 13360-65-1 5,3x107 | 3,2x107
14,645 Benzaldeido C7HsO 106 100-52-7 9,1x108 6,1x108
15,679 2,3-Butenodiol C4H1002 90 513-85-9 3,3x107 | 3,3x107
17,907 Butirolactona C4Hs02 86 96-48-0 2,4x107 | 1,8x107
19,478 2,5-dimetil-3-(3-

metilbutil) pirazina C11H18N2 178 18433-98-2 3,7x108 -
19,493 2-butil-3,5-dimetil

pirazina C1oH16N2 164 50888-63-6 - 3,9x108
24,236 Acido Acético C2H402 60 64-19-7 4,5x108 -
27,478 Feniletanol CsH100 122 60-12-8 4,6x108 | 2,8x108
28,920 2-acetil pirrol CsH7NO 109 1072-83-9 56x106 | 2,8x106
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Os compostos volateis encontrados nas duas amostras no inicio e no final do dia foram os
mesmos a exce¢do de quatro. Estes quatro compostos foram o 2,5-dimetil-3-(3-metilbutil) pirazina e o
acido acético que estiveram presentes apenas na amostra recolhida no inicio do dia., enquanto que, o
2,3-dimetil pirazina e o 2-butil-3-5-dimetil pirazina, estiveram presentes apenas na amostra recolhida no
final da tarde. Nas duas amostras, os seis compostos mais abundantes foram o 2-amino-N-etil
propanamida, o 2,5-dimetil pirazina, 2-etil-3,6-dimetil pirazina, o 2,3-butenodiol, o butirolactona e 0 2,3,5-
trimetil pirazina. Houve ainda pequenas diferengas nas duas amostras em relagdo as suas areas (Figura
10). Todos os compostos encontrados na amostra recolhida ao final do dia apresentaram areas inferiores

as areas dos compostos encontrados no inicio do dia.
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Figura 10: Cromatograma da composigéo volatil da proteina alimentar FNI 210 (Lallemand) obtido (a) na manha
(10:00h) e (b) na tarde (16:00h).

4.2.2 Analise das Respostas dos Insetos

O comportamento dos insetos pode ser afetado por varios fatores relacionados com os
procedimentos associados ao proprio bioensaio como por exemplo, o brago no qual é colocado a
amostra, o numero de individuos utilizados, o tempo de duragdo do bioensaio ou ainda o numero de
vezes que € repetido o bioensaio com os mesmos insetos. As carateristicas fisiologicas dos individuos
utilizados nos bioensaies também s&o importantes, 0 sexo, a idade e o estado sexual (virgem ou n&o) dos
individuos podem influenciar os resultados. A partir da analise das respostas dos insetos aos compostos
volateis da proteina foi verificado o efeito das varidveis anteriormente referidas nas respostas dos insetos.

As condigbes quer dos bioensaios quer dos insetos a partir das quais os insetos respondem melhor ao
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atrativo dentro do olfatémetro foram depois escolhidas para posterior utilizagdo nos testes com amostras
de extratos de plantas. O objetivo final era poder fazer uma andlise comparativa das respostas dos
insetos aos volateis das plantas e aos da proteina nas condi¢des em que foram obtidos os melhores
resultados com a proteina para ver se 0s extratos das plantas podem ser considerados repelentes ou

atrativos.

4.2.2.1 Comparagao das Respostas Obtidas nas Trés Repeti¢coes

Para verificar se 0os mesmos individuos diferiam nas respostas com o tempo foi registado o
numero de respostas obtidas em trés repeti¢des. Cada um dos bioensaios foi repetido 3 vezes no mesmo
dia com um intervalo de 30 minutos entre cada uma das repeticbes. As percentagens médias das
respostas positivas (P), negativas (N) e das néo respostas (NR) obtidas nas trés repeti¢des foram
comparadas separadamente através do modelo geral linearizado univariado (GLM). Os resultados obtidos
nas trés repeticbes ndo diferiram significativamente nem para as respostas positivas, nem para as
negativas nem para as néo respostas (Tabela 14). Em conjunto os individuos do mesmo bioensaio
responderam da mesma forma independentemente da repeticdo o que sugere que os insetos tém
respostas consistentes que ndo sdo alteradas pelo nimero de vezes que ficam em contato com a

amostra.

Quando analisadas separadamente as respostas positivas, verificou-se que, dependendo da
idade e do numero de individuos por grupo, as respostas nas trés repeticdes diferiam significativamente
(Tabela 12). Embora n&o exista uma clara rela¢do entre a resposta positiva dos insetos com a idade e o
numero de individuos por grupo verificou-se que, independentemente do sexo, os individuos
responderam mais na primeira repeticio do que na Ultima. No geral, os machos e as fémeas
responderam mais na primeira repeticdo quando tinham 5 ou 8 dias de idade e quando o numero de

individuos por grupo era de 5 (Tabela 15 e Figura 11-12).

Ja as respostas negativas e as néo respostas obtidas nas trés repeti¢des variaram consoante o
sexo, a idade e o numero de individuos por grupo. Em relagéo as respostas negativas verificou-se que 0s
machos apresentaram maior numero de respostas negativas na primeira e segunda repeticao,
geralmente em grupos de 10 individuos, enquanto as fémeas apresentaram um nimero de respostas

negativas maior na segunda e na terceira repeticdo sempre em grupos de 5 individuos (Tabela 13).
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Tabela 14: Resultados da comparacdo das percentagens médias das respostas (positivas, negativas e nédo
respostas) dos insetos a proteina alimentar apos trés repeticdes (12, 22 e 3%) do mesmo bioensaio obtidos através do
modelo linear generalizado univariado (GML). As comparagdes foram realizadas para bioensaios com individuos do
mesmo sexo, estado sexual, idade e mesmo numero de individuos por grupo, independentemente do brago do
olfatémetro onde foi colocada a amostra de proteina alimentar.

Valor de p
Interagdes entre Variaveis Respostas | Respostas Néo
Positivas Negativas Respostas

Repetigdes n.s n.s n.s
Repeticdes*Sexo n.s n.s n.s
Repeticdes*Estado Sexual n.s n.s n.s
Repeticbes*ldade n.s n.s n.s
Repetigoes*Nimero de individuos por grupo n.s o n.s
Repeticdes*Tempo n.s n.s n.s
Repeticao*Sexo*ldade n.s n.s sk
Repeticdo*Sexo* Nimero de individuos por grupo n.s n.s n.s
Repeticdo*Sexo *Tempo n.s n.s n.s
Repeticdo*Estado Sexual*ldade n.s n.s n.s
Repeticdes*Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo n.s n.s n.s
Repeticdo*Estado Sexual *Tempo n.s n.s n.s
Repeti¢do*ldade*Numero de Individuos por grupo . sk n.s
Repeticdo*ldade*Tempo n.s n.s n.s
Repeticdo* Nimero de Individuos por grupo*Tempo n.s n.s n.s
Repeti¢do*Sexo*ldade* Niimero de Individuos por grupo n.s o o
Repeticao * Sexo * Idade* Tempo n.s n.s n.s
Repeticdo*Sexo*Numero de Individuos por grupo*Tempo n.s n.s n.s
Repeticdo*Estado Sexual*Numero de Individuos por grupo*Tempo n.s n.s n.s
Repeticdo*ldade*Numero de Individuos por grupo*Tempo n.s n.s n.s
Repeticdo*Sexo *Idade*Numero de Individuos por grupo*Tempo n.s n.s n.s
Repeticdo*Estado Sexual*ldade*Numero de Individuos por n.s n.s n.s
grupo*Tempo

n.s. nao significativa (p > 0,05); * p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001

O maior nimero de ndo respostas nos machos foi observado na terceira repeticao,
independentemente do nimero de individuos utilizados por grupo. No caso das fémeas o maior nimero
de ndo respostas foi encontrado na primeira repeticdo geralmente em grupos de 15 o que sugere no
inicio ndo respondem e respondem menos quanto maior seja o nimero de fémeas (Tabela 15). Estes
resultados sugerem que para cada tipo de resposta (P, N, NR), o nimero de individuos que respondem

na 12, 22 ou 3? repeticdo varia consoante a idade e o nimero de individuos por grupo no caso das
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respostas positivas ou variam consoante 0 sexo, a idade e o numero de individuos por grupo no caso das

respostas negativas e ndo respostas.

Tabela 15: Resumo dos valores médios mais elevados das percentagens de respostas (positivas, negativas e ndo
respostas) dos machos e fémeas virgens (V) e ndo virgens (NV) a proteina alimentar obtidos em cada uma das trés
repeticdes. Os valores médios mais elevados apresentados foram calculados para bioensaios com individuos do
mesmo sexo, estado sexual, idade e mesmo numero de individuos por grupo.

Condigoes Resposta Positiva Resposta Negativa Nao Respostas

1° 2 3 1° 2 3 1° 2 3

av Idade (dias) 8 8 5 5 14 - 5 14 20

N.° Individuos por Grupo 5 5 5 10 10 - 10 10 5
Repeticéo (%) 41,1 411 36,7 20 20 - 80 70 778

Qv Idade (dias) 50u8 8 20 - 50u8 | 14ou 20 8 -

20

N.° Individuos por Grupo 5 5 5 - 5 5 5 15 -

Repeticao (%) 52,2 45,6 18,9 - 32,2 22,2 82,2 60 -

ONV Idade (dias) 50u8 14 - 5 14 20 20 8 -

N.° Individuos por Grupo 5 10 5 5 5 5 15 15 -

Repeticao (%) 53,3 47,8 - 12,8 32,2 15,6 82 63,3 -

No geral a percentagem dos valores médios das respostas negativas obtidos nas trés repeticoes,
independentemente do sexo, idade, estado sexual € nimero de individuos por grupo, foram inferiores
(12,8 - 32,2 %) aos valores médios das respostas positivas (16,7 — 53,3 %) e das néo respostas (55,9 —
82,2 %) obtidos para as mesmas varidveis (Anexo 4 e 5). Para cada bioensaio as diferengas nas
percentagens obtidas correspondem apenas a diferengas nas respostas devidas de 1 a 3 individuos de
um total 5 individuos por bioensaio e de 1 a 5 individuos de um total de 10 ou 15 individuos por bioensaio.
No geral para cada bioensaio as melhores respostas dos machos e fémeas foram obtidas na primeira
repeticdo (Tabela 13). Por este motivo, para propdsitos comparativos, nas analises que se seguem foram

utilizados apenas os resultados obtidos nas primeiras repeticoes.
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Figura 11: Comparacéo da média das percentagens das respostas (positivas, negativas e néo respostas) dos
insetos nas trés repeticdes (12, 22 e 3%) de acordo com o sexo (machos e fémeas), idade (5, 8, 14 e 20 dias), estado
sexual (virgens e ndo virgens) e numero de individuos por grupo (5, 10, 15) independentemente do brago do
olfatbmetro onde foi colocada a amostra. As barras representam os valores médios + desvio padrao das
percentagens de respostas.
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Figura 12 (continuagdo): Comparagdo da média das percentagens das respostas (positivas, negativas e néo
respostas) dos insetos nas trés repeticdes (12, 22 e 3%) de acordo com o sexo (machos e fémeas), idade (5, 8, 14 e
20 dias), estado sexual (virgens e n&o virgens) e numero de individuos por grupo (5, 10, 15) independentemente do
brago do olfatémetro onde foi colocada a amostra. As barras representam os valores médios + desvio padréo das
percentagens de respostas.

4.2.2.2 Comparagao das Respostas nos Dois Bragos do Olfatémetro

Mesmo quando mantidas as mesmas condigbes dos bioensaios e dos insetos utilizados (sexo,
estado sexual e idade), os insetos podem dirigir-se mais a um brago do olfatémetro do que a outro. Isto
pode ser devido eventualmente & influéncia de factores externos (ex. maior quantidade de luz num dos
bragos, diferenga na cor da superficie na qual se apoiam os bragos). Assim, para verificar se a resposta
dos insetos a proteina alimentar podia diferir entre os dois bragos do olfatometro em bioensaios com as
mesmas condigdes, as respostas dos insetos no brago direito foram comparadas com as respostas
obtidas no brago esquerdo. Para isto o olfatometro foi rodado, de forma que o brago com a amostra

passasse a estar na posi¢do do brago sem amostra.

No global as respostas positivas e negativas dos insetos obtidas nos dois bragos do olfatometro
nao diferiram significativamente (Tabela 16). No entanto, quando estudadas as respostas positivas e
negativas obtidas nos bragos do olfatémetro separadamente consoante o sexo, estado sexual, idade e

numero de individuos por grupo através do modelo linear generalizado univariado (GML),
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verificou-se que as respostas variaram significativamente. As respostas positivas obtidas nos dois bragos

do olfatometro variaram de acordo com o estado sexual, a idade e o nimero de individuos por grupo.

Enquanto que, nas respostas negativas os resultados dos dois bragos variaram apenas de acordo com a

idade e 0 numero de individuos por grupo (Tabela 16).

Tabela 16: Resultados da comparagédo da percentagem média das respostas (positivas e negativas) a
proteina alimentar observadas na primeira repeti¢do nos dois bragos do olfatémetro (direito ou esquerdo) segundo o
modelo linear generalizado univariado (GML). A andlise estatistica foi realizada para bioensaios com individuos do

mesmo sexo, estado sexual, idade e nimero de individuos por grupo.

Variaveis/Interagoes

Valor de p

Respostas Positivas Respostas | Respostas
Positivas Negativas

Bragos Olfatémetro n.s n.s
Bragos do Olfac.*Sexo n.s n.s
Bragos do Olfac.*Estado Sexual n.s n.s
Bragos do Olfac.*Idade n.s n.s
Bragos do Olfac.*Numero de Individuos por grupo n.s n.s
Bragos do Olfac.*Tempo n.s n.s
Bragos do Olfac.*Sexo*ldade % %
Bragos do Olfac.*Sexo*Nimero de individuos por grupo % n.s
Bragos do Olfac.*Sexo*Tempo n.s n.s
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*ldade n.s *
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*Numero de individuos por grupo n.s n.s
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*Tempo n.s n.s
Bragos do Olfac.*ldade* Numero de Individuos por grupo n.s i
Bragos do Olfac.*ldade*Tempo n.s n.s
Bragos do Olfac.*Numero de Individuos por grupo*Tempo n.s n.s
Bragos do Olfac.*Sexo*Idade* Tempo n.s n.s
Bragos do Olfac.*Sexo*Numero de Individuos por grupo*Tempo ns ns
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*ldade* Nimero de Individuos por grupo* N n.s
Bragos do Olfac.*Estado Sexual * Nimero de Individuos por grupo*Tempo n.s n.s
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*ldade* Tempo n.s n.s
Bragos do Olfac.” Idade* Nimero de Individuos por grupo*Tempo n.s ns
Bragos do Olfac.*Sexo*Idade*Numero de Individuos por grupo*Tempo ns ns
Bragos do Olfac.* Estado Sexual * Idade*NUmero de Individuos por grupo*Tempo ns ns

n.s. nao significativas (p > 0,05); * p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001

Nos machos a maior diferenca foi encontrada nas respostas positivas quando estes tinham 8

dias de idade e estavam em grupos de 5 individuos. Neste caso os machos pareciam se dirigir mais a
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proteina quando esta era colocada no brago direito, sendo que nos restantes casos as respostas dos
machos foram mais ou menos idénticas nos dois bragos. No caso das fémeas também se verificaram
ligeiras diferencas entre as respostas obtidas no brago esquerdo e no brago direito, especialmente para
as fémeas virgens. As maiores diferengas nas respostas nos dois bragos foram encontradas nos grupos
de 5 individuos com 8, 14 e 20 dias de idade (Anexo 6 e 7). Para cada bicensaio as diferencas nas
percentagens de resposta positiva e negativas obtidas correspondem apenas a diferencas nas respostas
devidas de 1 a 3 individuos de um total 5 individuos por bioensaio e de 1 a 5 individuos de um total de 10

ou 15 individuos por bioensaio

Quando comparadas para 0 mesmo bioensaio as respostas (positivas e negativas) ao brago
direito e ao brago esquerdo com o teste de Mantel-Haenszel, ndo foram encontradas diferencas
significativas nem entre machos virgens e fémeas virgens nem entre fémeas virgens e fémeas néo
virgens com a mesma idade e numero de individuos por grupo (Anexo 8 e 9). Os resultados obtidos
sugerem que as diferengas encontradas nos dois bragos do olfatdmetro ndo estdo relacionadas com
diferencas nas respostas dos individuos de um mesmo bioensaio, mas com as diferengas existentes
entre bioensaios. As diferencas entre bioensaios deveram-se as carateristicas fisioldgicas dos individuos

utilizados (sexo, idade, estado sexual) e ao nimero de individuos por grupo.

N&o havendo diferengas nos valores das respostas positivas obtidas no brago esquerdo e no
braco direito do olfatometro em cada um dos bioensaios, nas analises seguintes as respostas obtidas nos
dois bragos foram somadas para cada um dos bioensaios com mesmo grupo de insetos (mesmo sexo,

idade e nimero de individuos). O mesmo procedimento foi adoptado para as respostas negativas.

4.2.3 Analise das Respostas Obtidas na Primeira Repeti¢ao

As percentagens médias de respostas a proteina alimentar obtidas na primeira repeticdo dos
bioensaios foram analisadas separadamente dependendo do tipo em positivas, negativas e as nao
respostas (Anexo 2). Para cada tipo de respostas foram analisados os diversos factores que poderiam
influencia-las, nomeadamente, o tempo de duragéo do teste, 0 sexo, o estado sexual, a idade dos insetos
e ainda o nimero de individuos por grupo utilizados. Igualmente para cada bioensaio foram comparadas
as respostas (positivas, negativas) e as néo respostas que os mesmos insetos tinham em cada teste
apds os 10, 20 e 30 minutos. Cada bioensaio teve duragdo maxima de 30 minutos, mas as respostas dos
insetos a proteina alimentar foram anotadas no fim dos 10, 20 e 30 minutos. Cada um destes factores € a
interagéo entre os mesmos foi estudada separadamente para cada tipo de resposta através do modelo

linear generalizado univariado (GML).
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4.2.3.1. Analise das Respostas Positivas

a) Tempo de resposta dos insetos aos 10, 20 e 30 minutos

Através do GLM foram encontradas diferencas significativas nas respostas positivas dos insetos
entre os trés intervalos de tempo (Tabela 17). Verificou-se que as respostas positivas variaram
significativamente consoante o sexo, idade e o numero de individuos por grupo, mas também devido a
interacdo destas trés varidveis. Quando foram comparadas as respostas ao longo do tempo para o
mesmo sexo e o estado sexual (virgens e ndo virgens) observou-se que, no geral, as respostas positivas

aumentaram mais entre os 10 e os 20 minutos (Figura 13).
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Figura 13: Valores médios das percentagens de respostas positivas obtidas na primeira repeti¢cdo ao longo do
tempo (10, 20, e 30 mintuos) para os machos e fémeas segundo o seu estado sexual (V=virgens e NV=no virgens)
independentemente da idade e nimero de individuos por grupo.

As respostas dos machos e das fémeas virgens foram semelhantes, aumentando de forma mais ou
menos constante ao longo dos trés intervalos de tempo. Independentemente da idade e numero de
individuos por grupo, a percentagem média das respostas positivas para os machos virgens aos 10, 20 e
30 minutos de teste foi respectivamente de 21,6; 26,3 e 28,1% sendo inferior a das fémeas (virgens e ndo
virgens). No caso das fémeas virgens a resposta aos 10, 20 e 30 minutos (29,2; 32,6 e 33,8 %
respectivamente) foi semelhante a obtida para as fémeas ndo virgens (28,5, 32 e 34,8 %,

respectivamente).
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Tabela 17: Comparacg&o da percentagem média das respostas (positivas, negativas e néo respostas) dos insetos a
proteina alimentar ao longo do tempo (10, 20 e 30 minutos) na primeira repeticdo através do modelo linear
generalizado univariado (GML). A analise estatistica foi calculada para bioensaios com individuos do mesmo sexo,
estado sexual, idade e nimero de individuos por grupo (Anexo 10-12).

Variaveis/Interagoes Valor de p

Respostas Respostas Néo

Positivas Negativas Respostas
Tempo ok n.s n.s
Tempo™Sexo n.s n.s n.s
Tempo*Estado Sexual ns ns n.s
Tempo*ldade ns ns n.s
Tempo*NUmero de individuos por grupo ns ns n.s
Tempo*Sexo*ldade ns ns n.s
Tempo*Sexo* Numero de individuos por grupo ns ns n.s
Tempo*Estado Sexual*ldade ns ns n.s
Tempo*Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo ns ns n.s
Tempo*Ildade * Nimero de individuos por grupo ns ns n.s
Tempo*Sexo*ldade * Nimero de individuos por grupo ns ns n.s
Tempo*Estado Sexual*ldade * Numero de individuos por grupo ns n.s n.s
Sexo ok n.s n.s
Sexo*ldade ok . n.s
Sexo*Numero de individuos por grupo o o n.s
Sexo*ldade*Numero de individuos por grupo ok ok e
Estado Sexual ns ¥ s
Estado Sexual*ldade ns ok ns
Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo ns wkk n.s
Estado Sexual*ldade*Numero de individuos por grupo ns ok n.s
Idade ik Hk Hk
Numero de individuos por grupo ek ok ok
Idade* Nimero de individuos por grupo ok wkk Kk

n.s. nao significativas(p > 0,05); * p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001

a) Sexo e Estado Sexual

Como o comportamento dos insetos pode mudar de acordo com sexo e/ou estado sexual
(virgem e ndo virgem), verificou-se se existiam diferengas significativas no nimero de respostas positivas
dos dois sexos a proteina alimentar. Para isto foram comparadas as respostas das fémeas e machos
virgens e as das fémeas virgens e néo virgens. Os resultados da analise GML mostraram que néo houve
diferencas significativas entre as respostas positivas das fémeas virgens e ndo virgens a proteina

alimentar, independentemente da idade e do nimero de individuos por grupo (Tabela 17). De fato a
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percentagem média de respostas positivas das fémeas virgens foi de 31,9 % e as das fémeas nao
virgens foi 31,8 % (Figura 14 B). Isto sugere que as fémeas independentemente de ter acasalado ou ndo
respondem de forma semelhante ao atrativo alimentar. Pelo contrério, foram encontradas diferencas
significativas entre os dois sexos, ou seja, entre as respostas dos machos e das fémeas virgens a
proteina alimentar (Figura 14 A). A percentagem média das respostas positivas dos machos virgens foi

significativamente inferior (25,4 %) a das fémeas virgens (31,9 %) (Tabela 18-19).

Tabela 18: Valores médios das percentagens de respostas (positivas, negativas) e nao respostas dos machos
virgens a proteina alimentar na primeira repeticdo. Valores obtidos de acordo com a idade (5, 8, 14 e 20 dias) e
mesmo numero de individuos por grupo (5, 10 € 15).

Idade N.° Respostas Respostas Néo
Individuo | Positivas Negativas Respostas
s por
Grupo
5 25,6 6,7 67,8
5 10 24,4 20,0 55,6
15 28,9 7,0 64,1
Valores médios 26,3 11,2 62,5
5 411 7,0 58,9
8 10 32,2 16,1 51,7
15 28,9 10,4 60,7
Valores médios 34,1 8,8 57,1
5 25,6 11 73,3
14 10 22,8 11,7 65,6
15 25,2 6,7 68,1
Valores médios 24,5 6,4 69,0
5 13,3 14,4 72,2
20 10 17,2 2,8 80,0
15 19,3 9,6 71,1
Valores médios 16,6 8, 74,4

9
Valores médios 25,4 8,9 65,8

No geral, a resposta dos insetos aumentou ligeiramente até aos 8 dias de idade, sendo que, a partir
dai a resposta diminuiu progressivamente com a idade (Figura 12). As fémeas virgens e ndo virgens
apresentaram sempre maior reposta a proteina alimentar que os machos para todas as idades menos

para os 20 dias em que a media das respostas positivas dos machos foi superior.
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Figura 14:Percentagem média das respostas positivas obtidas na primeira repeticio segundo a idade e
independentemente do nimero de individuos por grupo. (A) Comparagéo das respostas dos machos e das fémeas
virgens (V); (B) comparagdo das fémeas segundo o estado sexual (V= virgens e NV=nao virgens).

a) Idade
As respostas a proteina alimentar apresentaram diferengas significativas segundo a idade dos

insetos mas também devido a interagdes da variavel idade com o sexo e numero de individuos por grupo
(Tabela 17).
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No geral, as fémeas virgens e ndo virgens com idades de 5, 8 e 14 dias que responderam
positivamente & proteina alimentar mais do que os machos virgens para estas mesmas idades. Os
machos virgens de mais idade (20 dias) respondem um pouco melhor & proteina alimentar do que as
fémeas (Figura 14-15). A média das respostas positivas aos 20 dias de idade para os machos, fémeas

virgens e nao virgens foi respectivamente de 16,6, 13,2 € 12,8 %.

Tabela 19: Valores médios das percentagens de respostas (positivas, negativas e ndo respostas) das fémeas
virgens a proteina alimentar na primeira repetigdo. Valores obtidos de acordo com a idade (5, 8, 14 e 20 dias) e
mesmo numero de individuos por grupo (5, 10 e 15).

Idade N.° Respostas Respostas Nao Respostas
Individuos Positivas Negativas
por Grupo
5 52,2 18,9 28,9
5 10 33,3 21,1 45,6
15 32,9 11 55,9
Valores médios 39,5 17,0 43,4
5 45,6 89 45,6
8 10 40,6 10,6 48,9
15 35,2 48 60,0
Valores médios 40,4 8,1 51,5
5 46,7 14,4 38,9
14 10 36,7 6,1 57,2
15 20,0 52 74,8
\Valores médios 344 8,6 56,9
5 14,4 3,3 82,2
20 10 12,2 9,4 78,3
15 12,9 7,0 80,0
\Valores médios 13,2 6,6 80,2
Valores médios 31,9 10,1 58,0

A maior resposta de machos virgens e fémeas virgens e ndo virgens a proteina alimentar ocorreu
geralmente entre os 5 e 8 dias de idade, sendo os individuos de 8 dias de idade os que apresentaram
maior numero de respostas positivas, a partir dai, com o passar dos dias a resposta comegou a diminuir.
Poucas diferengas foram encontradas nas respostas entre as fémeas virgens e néo virgens, no entanto,
as fémeas ndo virgens com 8 dias de idade foram as que responderam mais & proteina alimentar. A
média das respostas positivas aos 8 dias de idade para os machos, fémeas virgens e néo virgens foi de
34,1,40,4 e 43,0 %, respectivamente (Tabela 18-20).
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a) Nuamero de Individuos por Grupo
As percentagens médias das respostas positivas dos insetos dos dois sexos a proteina diferiram

significativamente segundo o numero de individuos por grupo utilizados nos bioensaios. Além destas
foram encontradas também diferengas significativas resultado da interagdo da variavel nimero de

individuos por grupo (5, 10 e 15) com as variaveis sexo e idade (Tabela 17).

As fémeas virgens e n&o virgens, independentemente da sua idade, apresentaram sempre melhores
respostas positivas & proteina em grupos de 5 individuos, sendo as respostas positivas mais baixas
geralmente em grupos de 15 individuos. A percentagem média das respostas positivas mais alta atingida
pelas fémeas virgens e ndo virgens em grupos de 5 foi de 52,2 e de 53,3 %, respectivamente, e as
percentagens de respostas mais baixas atingidas em grupos de 15 foi de 12,2 e 10,7 %, respectivamente
(Tabela 18-20).

Tabela 20:Valores médios das percentagens das respostas (positivas, negativas e néo respostas) das fémeas nao
virgens a proteina alimentar na primeira repeticdo. Valores obtidos de acordo com a idade (5, 8, 14 e 20 dias) e
mesmo numero de individuos por grupo (5, 10 e 15).

Idade N. Respostas Respostas Nao Respostas
Individuos Positivas Negativas
por Grupo
5 52,2 18,9 28,9
5 10 32,2 20,0 478
15 31,1 48 64,1
Valores médios 38,5 14,6 46,9
5 53,3 6,7 40,0
8 10 417 10,0 48,3
15 34,1 48 61,1
Valores médios 43,0 7,2 49,8
5 42,2 12,8 45,0
14 10 33,9 11,7 54,4
15 23,3 48 71,8
Valores médios 33,1 9,7 57,1
5 16,7 22 81,1
20 10 111 9,4 794
15 10,7 74 81,8
Valores médios 12,8 6,3 80,8
Valores médios 31,8 9,5 58,7

Os machos virgens apresentaram melhores respostas positivas a proteina em grupos de 5 individuos

com 8 e 14 dias de idade sendo os valores médios das respostas 41,1 e 25,6 %, respectivamente. Aos 5
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e 0s 10 dias de idade os machos apresentaram melhores respostas positivas a proteina em grupos de 15

individuos com médias de 28,9 e 19,2, respectivamente (Figura 15, Tabelas 18-20).

Sexo Estado Sexual
L S
O k4 B vigem
Mo Virgem

2pep|

Média Respostas Positivas (%)

Namero de Individuos por Grupo

Figura 15: Valores médios das percentagens de respostas positivas obtidas na primeira repetigdo de acordo com o
sexo (machos e fémeas), idade (5, 8, 14 e 20 dias) e nimero de individuos por grupo (5, 10 e 15 dias). Os valores
médios estdo indicados nas Tabelas 16-18.

4.2.3.2 Comparagao das Respostas Positivas com as Respostas

Negativas

As percentagens médias das maiores e menores respostas negativas obtidas na primeira repeticéo
para machos e fémeas, independentemente da idade e numero de individuos por grupo, variaram entre
1,1 e 21,1 %. As percentagens médias das respostas negativas foram mais baixas do que os valores
médios obtidos nas respostas positivas que variaram entre 10,7 e 53,3 % (Tabelas 18-20). Por tanto
podemos afirmar, que independentemente das condigbes sdo mais os individuos que se dirigem a

amostra de aqueles que se dirigem ao brago sem amostra.

As maiores percentagens médias de respostas positivas e negativas nos dois sexos foram obtidos

para individuos jovens, de 5 ou 8 dias de idade, enquanto as piores respostas nos dois casos foram
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obtidas para individuos com mais idade (20 dias). Assim, no caso das respostas positivas, as maiores
percentagens para machos e fémeas (virgens e néo virgens) foram obtidas em bioensaios com individuos
de apenas 5 dias de idade em grupos de 10 individuos e as piores respostas para individuos de 20 dias
em grupos de 5 individuos. Quanto as respostas negativas, os valores mais elevados foram obtidas para
individuos de 8 dias (machos e fémeas nao virgens) e 5 dias (fémeas virgens) em grupos de 5 individuos.
Os valores mais baixos das respostas negativas foram obtidas sempre em individuos de 20 dias mas
para um ndmero de individuos por grupo variavel (5, 10, 15) dependendo do sexo e da maturidade sexual
dos individuos. Isto sugere que os individuos jovens respondem mais seja em direc¢do ao brago com

amostra ou sem amostra mas diminuem as respostas com a idade.
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Figura 16: Valor médios das percentagens das respostas negativas a proteina obtidas na primeira repeticdo ao
longo do tempo segundo o seu sexo e estado sexual (V=virgens e NV=n&o virgens), independentemente da idade,
numero de individuos por grupo.

Ao contrario do que aconteceu nas respostas positivas, as percentagens médias das respostas
negativas aos 10, 20 e 30 minutos obtidas para cada um dos dois sexos (virgens e n&o virgens), ndo
tiveram diferengas significativas nas respostas embora exista um ligeiro aumento com o tempo (Tabela
15). Isto sugere que, independentemente do sexo e do estado sexual, 0 numero de insetos que ndo
responde logo aos 10 minutos vai ser semelhante com os que néo respondem aos 30 minutos, ou seja, a
maioria dos individuos que se dirigem para 0 brago sem amostra fa-lo-a0 logo nos primeiros minutos do
bioensaio (Figura 16). A média das respostas negativas aos 10, 20 e 30 minutos de teste variou no geral
entre 8 e 11% sendo semelhante nos trés sexos. Para os machos virgens as respostas negativas
variaram aos 10, 20 e 30 minutos 8,1; 9,2 e 9,3 % respectivamente, no caso das fémeas virgens foi de
8,7;10,6 e 10,9 % e nas fémeas n&o virgens foi de 8,5; 9,5 e 10,4 %.
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Também néo foram encontradas diferencas nas percentagens médias de respostas negativas entre
os dois sexos, independentemente do tempo e o estado sexual. Nos machos a percentagem média das
respostas negativas obtidas foi de 9,3 %, nas fémeas virgens foi de 12 % e nas fémeas nao virgens foi de
10 % (Tabela 15). De forma semelhante as respostas positivas, as respostas negativas sdo também
maiores nas fémeas, o que sugere que estas respondem mais sejam porque se dirigem ao bragco com

amostra seja porque se dirigem ao brago sem amostra.

Quando comparadas as respostas negativas pelo modelo GML, observou-se que hé diferengas
significativas consoante a idade e o nimero de individuos (Tabela 17). Os machos virgens, fémeas
virgens e n&o virgens com 5 dias de idade apresentaram os maiores valores médios de respostas
negativas sendo 11,2, 17,0 e 14,6 %, respetivamente (Tabelas 16-18). Nos trés casos verificou-se que as
percentagens médias de respostas negativas diminuem com a idade. Diminuiram quase para metade dos
5 para os 8 dias mantendo-se mais ou menos igual dos 8 para os 14 dias e voltando a diminuir dos 14
para 0os 20 dias excepto nos machos, onde a resposta negativa aos 20 dias aumentou ligeiramente
(Figura 17). Aos 20 dias de idade os machos e as fémeas virgens e néo virgens apresentam os seguintes

valores médios de respostas negativas 8,9, 6,6 e 6,3 %, respectivamente (Tabelas 18-20).

O valor médio das percentagens das respostas negativas para fémeas virgens e néo virgens com 5,
8 e 20 dias de idade foi mais alto nos bioensaios em que foram utilizados grupos de 10 individuos e mais
baixo em grupos de 15 individuos (Figura 18). O valor médio de respostas negativas para fémeas virgens
com 5, 8 e 14 dias de idade variou entre 6,7 e 18,9 % em grupos de 5 individuos sendo mais baixo em
grupos de 15 que variaram entre 4,8 e 11,1 %. Estes resultados indicam que quando o nimero de fémeas

é elevado (15) o numero de insetos que se dirigem ao brago sem amostra diminui.
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Figura 17: Percentagens médias das respostas negativas para cada idade obtidas na primeira repeticdo de acordo
com o sexo e estado sexual (V= virgens e NV=n&o virgens) dos individuos, independentemente do niimero de
individuos por grupo.
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A diferenca das fémeas, os machos em grupos de 10 individuos dirigem-se menos para o brago do
olfatémetro sem amostra. O valor médio de respostas negativas para machos virgens com 5, 8 e 14 dias
de idade variou entre 11,7 e 20 % em grupos de 10 individuos sendo mais baixo em grupos de 15 que
variaram entre 6,7 e 10,4 % (Tabela 17). Isto sugere que, embora o nimero de individuos que se dirige
ao brago sem amostra aumenta quanto maior seja o grupo, este aumento ndo é progressivo. Nos casos
dos machos parece haver um nimero éptimo de individuos que permite menores respostas ao brago sem

amostra.
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Figura 18: Valores médios da percentagem das respostas negativas dos insetos obtidas na primeira repeticao
segundo o sexo (machos e fémeas), 0 estado sexual (virgem, ndo virgem), a idade (5, 8, 14 e 20 dias) e o0 numero
de individuos por grupo (5, 10 e 15 dias). Os valores médios estdo indicados nas Tabelas 15-17.

4.2.3.3 Andlise das Nao Respostas

As percentagens médias da primeira repeticdo das néo respostas dos insetos foram muito elevadas.
Os valores obtidos variam entre 28,9 e 80 % sendo mais elevados do que os valores inferiores e
superiores das percentagens médias das respostas positivas (10,7 e 53,3 %) e negativas (1,1 € 21,1 %).

O numero de insetos que ndo respondeu diferiu com o tempo de duragdo do teste (10, 20 e 30

minutos) (Figura 18). Os individuos dos dois sexos (virgens e ndo virgens) responderam menos entre 0s
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10 e os 20 minutos de teste. Entre os 20 aos 30 minutos de teste a ndo resposta diminui ligeiramente no
caso de fémeas n&o virgens ou manteve-se mais ou menos igual no caso de machos e fémeas virgens. A
média das n&do respostas aos 10, 20 e 30 minutos de teste variou entre 54 e 63%. Para os machos
virgens foi de 70,5, 63,0 e 61,9 %, para as fémeas virgens foi de 60,2, 55,5 e 54,4 % e para as fémeas
nao virgens foi de 61,9, 57,7 e 55,8 %, respectivamente (Tabelas 18-20). Ao longo do tempo, os valores
médios das ndo respostas diminuem ligeiramente, enquanto que, os valores médios das respostas
negativas sdo semelhantes e os das respostas positivas aumentam (Figuras 13, 16, 19). Estes resultados
sugerem que o nimero de ndo respostas diminui porque com o tempo parte dos individuos que
inicialmente néo respondem passam a responder positivamente, o que indica que ha individuos que

precisam mais tempo para responder que outros.
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Figura 19: Valores médios da percentagem das n&o respostas a proteina obtidas na primeira repeti¢do ao longo do
tempo segundo o0 sexo e estado sexual (V=virgens e NV=nao virgens), independentemente da idade e do nimero
de individuos por grupo.

N&o foram encontradas diferencas nos valores médios das néo respostas a proteina entre fémeas
virgens (56,7 %) e n&o virgens (58,5%) (Figura 20). No entanto, quando comparados os valores médios
das ndo respostas entre sexos verificou-se que no geral os machos virgens (65,1%) respondem menos
do que as fémeas virgens (56,7%). Através do modelo GML foram encontradas diferencas significativas
na percentagem média das n&do respostas a proteina devido a idade e ao numero de individuos por
grupo. Além destas diferengas também foram encontradas diferencas significativas devida a intera¢do
destas duas variaveis entre si e as interagdes entre a varidvel sexo com as variaveis idade e nimero de
individuos (Tabela 17). De acordo com os valores médios obtidos das néo respostas verificou-se que 0s
machos virgens e as fémeas (virgens e ndo virgens) com 20 dias de idade, independentemente do

numero de individuos por grupo, sao os que apresentam maiores valores médios de n&o respostas sendo
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respectivamente 74,6, 76,7 e 78,6 %. Estes dados sugerem que independentemente do nimero de

individuos por grupo e do sexo, com a idade os individuos deixam de responder (Figuras 13, 16, 19) quer
positivamente quer negativamente.
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Figura 20:Percentagens médias das ndo respostas & proteina obtidas na primeira repeticdo para as varias idades

(5, 8, 14, e 20 dias) de acordo com o sexo e estado sexual (V= virgens e NV=n&o virgens), independentemente do
numero de individuos por grupo.
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O numero de individuos por grupo também influenciou os valores médios de ndo resposta, sendo
que independentemente da idade e do sexo, no geral, os valores de n&o resposta foram sempre mais
baixos em grupos de 5 e sempre mais elevados em grupos de 15 (Figura 21). Os machos com 5, 8 e 14
dias de idade apresentaram menores valores médios nas néo respostas em grupos de 10 individuos,
excepto aos 20 dias, onde o menor valor foi obtido em grupos de 15 individuos (Tabela 15). As fémeas
virgens e ndo virgens com 5, 8, 14 dias de idade apresentaram valores nas ndo respostas semelhantes
(Tabela 19-21). Os menores valores foram obtidos em grupos de 5 fémeas, excepto aos 20 dias, onde o

menor valor obtido foi para os grupos de 10 individuos.
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Figura 21: Valores médios das percentagens das ndo respostas a proteina obtidas na primeira repeticdo de acordo
com o sexo, estado sexual (virgem, ndo virgem), idade (5, 8, 14 e 20 dias) e nimero de individuos por grupo (5, 10 e
15 dias). Os valores médios estdo indicados na Tabela 7.
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4.2.3.3 Influéncia do Estado Nutricional No Comportamento dos Insetos

Para saber se as respostas dos insetos poderiam estar relacionadas com o tempo que os insetos
tinham estado em jejum antes dos bioensaios, foram comparadas as respostas dos insetos acabados de
se alimentar com proteina com as respostas dos insetos que estiveram em jejum antes dos bioensaios
(1h e 24 h). Os testes foram realizados apenas com o olfatdmetro sem amostra com individuos de oito

dias de idade e em grupos de 5 individuos

Os resultados mostram que o estado nutricional dos insetos influencia 0 comportamento dos
individuos. Ainda que ndo havia amostra no olfatbmetro o numero global de insetos que se
movimentaram em dire¢8o aos bragos do olfatémetro foi superior nos insetos que estiveram em jejum 24
horas (31 — 53 %), aos que estiveram em jejum 1 hora (29 — 47 %) sendo menor nos insetos acabados de
se alimentar (20 — 27 %). De acordo com isto, 0 maior numero de insetos que néo responderam foram os
acabados de alimentar (73 — 80 %) e o numero mais baixo foi encontrado nos insetos que estiveram em
jejum 24 horas (47 — 69 %) (Tabela 21).

Tabela 21: Valores médios das percentagens de respostas obtidos nos bioensaios ao branco do olfatémetro, ao

longo do tempo (10, 20 e 30 minutos) de acordo com o seu estado nutricional. Abreviaturas: V= virgens e NV= néo
virgens. BD= Brago Direito; BE=Brago Esquerdo. Nao Resp= N&o Respostas

Sexol Est. Tempo Acabados de Alimentar 1 hora em jejum 24 horas em jejum
Sex. BD BE Néo Resp | BD BE Nédo Resp | BD BE Nao Resp

10 7% 13% 80% 14% 8.5% 77.5% 13% 13% 3%

gd v 20 7% 13% 80% 17.5% 10% 72.5% 13% 20% 67%
30 7% 13% 80% 185% | 115% 70% 13% 20% 67%

% 13% 80% 14% 10% 70% 13% 18% 69%

10 20% 0% 80% 22.5% 22% 55.5% 33% 20% 53%

eeV 20 20% % 73% 23.5% 24% 53% 33% 13% 47%
30 20% 13% 67% 24.5% 25% 51% 33% 13% 40%

20% % 73% 24% 23% 53% 33% 16% 47%

10 20% % 3% 13% 14% 73% 20% 20% 60%

fENV 20 20% 7% 3% 14% 16% 70% 27% 13% 60%
30 20% 7% 73% 165% | 165% | 685% 2% 13% 60%

20% % 73% 15% 16% % 24% 16% 60%

Nos insetos acabados de alimentar verificou-se que as fémeas (7 - 20 %) responderam no geral
mais do que os machos (7 — 13 %). Resultados semelhantes foram encontrados nos insetos que
estiveram 1 hora em jejum e 24 horas em jejum (Tabela 21). As respostas das fémeas virgens e nédo
virgens foram semelhantes apenas quando os insetos estavam acabados de se alimentar mas quando
estavam em jejum as fémeas virgens responderam mais que as néo virgens. Nas fémeas que levavam 1

hora em jejum 23 a 24 % das fémeas virgens responderam e s6 apenas 15 a 16 % das n&o virgens
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responderam. Das fémeas que estiveram 24 horas em jejum responderam o 16 a 33 % das fémeas

virgens e 16 a 24 % das nao virgens.

No geral, o numero de insetos que se dirigiram ao brago direito foi semelhante aos que se
dirigiram ao brago esquerdo embora com umas ligeiras diferengas (Tabela 21). Estas respostas
mantiveram-se ao longo do tempo nos dois bragos nos insetos acabados de alimentar mas nos insetos

que estiveram em jejum verificou-se uma ligeira variagao nas respostas dos dois bragos.
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4.3 Plantas

4.3.1Analise da Composigao Volatil

4.3.1.1 Composicao Volatil dos Extratos Recolhidos das Folhas das

Plantas

Nos extratos recolhidos das folhas das cinco plantas analisadas neste estudo foram encontrados
um total de 93 compostos volateis (Figura 22-23, Tabela 22). No extrato das folhas do E. globulus foram
encontrados 36 compostos, seguindo-se em menor nimero de compostos o L. novocanariensis (32), a R.

chalepensis (29), o C. canariensis (28) e por ultimo o M. communis (22).

Ruta chalepensis
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Figura 22:Cromatogramas da composi¢éo volatil dos extratos recolhidos das folhas das plantas obtidos por GC-
qMs.
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Eucalyptus globulus
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Figura 23 (continuagdo): Cromatogramas da composi¢ao volatil dos extratos recolhidos das folhas das plantas
obtidos por GC-qMs.
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Tabela 22: Compostos volateis maioritarios encontrados nos extratos das folhas das cinco espécies plantas
estudadas obtidos por GC-qMs. Estéo indicados em cada caso o nome do composto, o indice de kovacs (IK), o
numero CAS, a area do composto obtido no extrato da planta (Aa), a area relativa do composto calculado com base
nas cinco espécies de plantas (Are) e compostos volateis conhecidos por estimular resposta atrativa para C.

capitata(*).
Numero Cedronella Eucalyptus Laurus .
L | e Cas HIDEIERETETE canariensis globuﬁ,s novacanariensis LD GBI
A Arp An Arp A Arp A Arp Aa Arp

900 | Acetato de etilo* 141-78-6 1.5x107 | 100 % 1.1x107 | 714 %

916 | 2- Etil furano 3208-16-0 | 9.1x105 | 100 % 29x105 | 318%

935 | 2,4-Dimetil-3-pentanona 565-80-0 3.8x108 | 100 %
943 | a-Pineno* 7785-70-8 1x108 6.4% | 1.6x107 | 100 % 1.5x108 | 9.3%
948 | a-Tujeno 2867-05-02 6x10° 100 %

970 | Tujeno 28634-89-1 1.9x108 100 %

973 | Hexanal* 66-25-1 1.6x108 22.2% 3.1x106 | 42.8% | 7.1x108 | 100 % | 4.7x106 | 66.2%
981 | B-Pineno 127-91-3 5.1x107 | 100 %

991 | Sabineno 3387-41-5 1.4x107 | 100 %
1001 | 3-Hexen-2-ona 763-93-9 4x10% 100 %
1004 | o-Felandreno* 99-83-2 1.5x106 | 100 %
1009 | B-Mirceno 123-35-3 1x107 100 %
1022 | Limoneno* 138-86-3 1.1x108 4.8 % 4 41E+06 | 18.9 % 2.34E+07 | 100 %
1027 | 2-Heptanona* 110-43-0 2.6x108 | 100 %
1037 | Y-Trepineno® 99-85-4 5.6x105 | 100 %
1040 | 1,8-Cineol (eucaliptol)* 470-82-6 35x107 | 14% |25x109 |100% |25x108 | 10% | 1.8x10° |74.2%
1045 | Trans-2-hexanal* 6728-26-3 4.6x107 | 100 %
1048 | 2-Hexanal* 505-57-7 1.8x107 [192% | 9.5x107 [ 100% |3.8x107 |[40.1% | 1.1x107 | 11.6%
1055 | 3-Metil-1-butanol* 123-51-3 3.8x107 | 100 %
1058 | a-Terpineno* 99-86-5 25x106 | 100% | 1.6x10° |644%
1059 | 3-Careno* 13466-78-9 | 8.6 x105 | 100 % 1.2x105 | 13.8%
1063 | Cis-o-cimeno 3338-55-4 4 x106 100 %
1072 | m-Cimeno 535-77-3 7.7x106 | 100 % 23x106 | 295%
1072 | o-Cimeno* 527-84-4 1.9x106 | 100 %
1077 | Terpinoleno* 586-62-9 6.3x105 | 100% |2.9x105 | 46.2%
1078 | a-Careno 554-61-0 1.6x105 | 100 %
1080 | 2-Octanona* 111-13-7 4.4x107 | 100 %

-metil-3,4-
1088 gietiiilcisélohexeno 61141-77-3 | 4.3x107 | 100 %
1107 | Acetato cis-3-hexenil* 3681-71-8 | 6.2x105 | 100 % 5x10% 81% | 1x108 16.5 %
1098 | 3-Metilbutil pentanoato 01-09-2050 8.8x105 | 100 %
1110 | Metimazol 60-56-0 4.1x106 | 100 %
1121 | 336 Trimeti-1,5- 546-49-6 45x10° | 656% | 6.9x10° | 100%
heptadien-4-ona

1122 | 4-Metileno-5-hexanal 17844-21-2 1.2x108 | 100 %
1126 | Cis-2-penten-1-ol* 1576-95-0 6 x10% 100 %
1140 | Hexanol* 111-27-3 6x108 73% 47x105 |57% |24x108 |28.8% |8.2x1056 |100%
1157 | 2-Nonanona* 821-55-6 1.8x107 | 100% |8.8x106 |0.5%
1164 | Cis-3-hexenol* 928-96-1 4 x106 56% | 148E+07 [ 20.8% |2.8x107 |39.7% |7.1x107 | 100 %
1181 | Trans-2-Hexenol* 928-94-9 76x106 | 100% [2.9x106 | 386% |8.2x105 |108% | 1.5x108 |202% |55x108 |72.8%
1207 | 1-Octen-3-ol 3391-86-4 5.1x107 | 100 %
1214 | 1-Noneno 124-11-8 1.3x107 | 100 %
1224 | Metil fenil éter 3558-60-9 7 x108 100 %
1231 | 2-Decanona 693-54-9 7.8x107 | 100 %
1262 | Benzaldeido* 100-52-7 6.1x105 | 68.3% |9x105 100% |5.3x105 | 58.6% |8.4x105 |93.3%
1263 | 2-Nonanol 628-99-9 1.4 x107 | 100 %
1272 | 4-Acetil-1-metil ciclohexeno | 70286-20-3 7,8x107 100%
1276 | 2-Undecanona 112-12-9 8.6x108 100 %
1295 | B-cariofileno* 87-44-5 2.9x107 | 100 %
1295 | Pinocarvona 30460-92-5 | 9.9x107 [ 1.9% |53x10°9 [100% | 1.6x107 | 0.3% 1.1 x108 2%
1310 | Linalol* 78-70-6 6.9x10° | 01% |[1.9x108 |382% 1.4x108 | 27.2% | 5x107 100 %
1315 | Mirtenal 564-94-3 1.4 x108 | 100 %
1318 | 2-Undecanona 112-12-9 8.6 x108 | 100 %
1343 | Trans-pinocarveol 547-61-5 1.8x107 | 43.1% | 4.2x108 | 100 %
1350 | 4-Terpinenol 562-74-3 9.5x106 | 16.5% | 5.7 x107 | 100 % 3.7x107 | 63.8%
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Tabela 23 (continuagdo): Compostos volateis maioritarios encontrados nos extratos das folhas das cinco espécies
plantas estudadas obtidos por GC-qMs. Estédo indicados em cada caso o nome do composto, o indice de kovacs
(IK), o nimero CAS, a area do composto obtido no extrato da planta (Aa), a area relativa do composto calculado
com base nas cinco espécies de plantas (Arp) € compostos volateis conhecidos por estimular resposta atrativa para
C. capitata(*).

Numero Cedronella Eucalyptus Laurus Myrtus
b | e Cas i il canariensis globuﬁ)s novocanariensis céymmunis
An Arp An Arp An Arp An Arp | Aa Arp
1362 | 2-Dodecanona 6175-49-1 | 4 x107 100 %
1364 | Cis-citral 106-26-3 1.6 x105 | 100 %
1375 | Isoborneol 124-76-5 3.0x106 | 100 %
1376 | a-Terpinol* 98-55-5 21x108 | 08% |3.6x107 | 14.3% | 1.1x108 [41.7% | 3.2x106 |1.3% |2.5x108 | 100 %
1376 | 4-Carvomentenol 562-74-3 1.8x107 | 100 %
1379 | Fenchol 1632-73-1 3.8x108 | 100 %
1385 | 2-Dodecanona 6175-49-1 [ 1.9x107 | 100 %
1387 | Carvona 2244-16-8 9.8x105 | 100 %
1393 | 4-Terpineol 562-74-3 5,7x107 | 100 %
1397 | Cis-2-nonen-4-ine 56392-46-2 3.2x108 | 100 %
1398 | Citral 5392-40-5 7.3x105 | 100 %
1419 | Metil saliciato 119-36-8 45x107 | 100 %
1432 | 2-Tridecanona 593-08-8 1.1x108 100 %
1439 | p-Menta-3-8-diol 42822-86-6 56 x106 | 100 %
1457 | Trans-pinocarveol 547-61-5 4,2x107 | 100 %
1481 | 2-Tridecanona 593-08-8 9.9x108 | 100 %
1489 | Anetol 104-46-1 2x107 100 % 3.00E+06 | 14.7%
1498 | Mirtenol* 515-00-4 1.6x108 | 41.8% 55x105 [0.2% |3.2x108 | 100 %
1544 | Acetato de a-terpenil 80-26-2 2.5x107 | 100 %
1564 | 2-Fenil acetonitrilo 140-29-4 3.2x108 | 100 %
1589 | Trans-citral 141-27-4 7.4x107 | 100 %
-trimetil-2-
1615 | 2004l 73741-62:5 48105 | 100 %
1634 | ZEDmell 157 29414-56.0 4x10° | 100%
ctatrieno-3-ol
1638 | 1,5-Cis-9-Aromadendreno | 85048-01-7 24 x105 | 100 %
1673 | Cis-3-Hexenil butirato 16491-36-4 1.3x106 | 100 %
1676 | Acetato de etil-2-fenil 101-97-3 9.9x106 | 100 %
1774 | Cis-carveol 1197-06-4 7.5x108 | 100 %
1780 | p-cimen-8-ol 1197-01-9 47x107 [100% [2.2x105 | 4.7 %
1824 | Citrol 624-15-7 1.3x107 | 100 %
1841 | Estragole 140-67-0 9.7 x106 | 100 %
1875 | Geraniol 106-24-1 5.8 x106 | 100 %
1881 | Alcool feniletilo* 60-12-8 7.4x108 | 100 %
1883 | Oxido de B-Cariofileno 1139-30-6 6.5x10% | 100 %
2129 | Epiglobulol 489-41-8 2.1x107 | 100 %
2178 | Metil Eugenol* 93-15-2 2.8x106 [9.9% |28x107 | 100 %
2212 | Ledol 577-27-5 5.1x107 | 100 %
2214 | Viridiflorol 552-02-3 1.2x106 | 100 %
2250 | Nerolidol 7212-44-4 1.1x108 | 100 %
2293 | Cis-a-copaeno-8-ol* 58569-25-8 3.3x106 | 100 %
2303 | Spatoledol 650-60-3 1.6x106 | 100 %

Os compostos encontrados nos extratos das plantas foram agrupados, de acordo com a sua

familia quimica. Estas familias incluem os alcoois, acetonas, aldeidos, éteres, ésteres, hidrocarbonetos,
monoterpenos oxigenados (M.0O), monoterpenos (M.H), sesquiterpenos oxigenados (S.0) e os

sesquiterpenos (S.H). Os compostos volateis da familia dos furanos e outros compostos com atomos de
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enxofre e azoto na sua composigéo por terem uma percentagem muito baixa foram agrupados num Unico

grupo denominado de “Outros” (Tabela 24).

A excegdo da R. chalepensis, nos extratos das cinco espécies plantas a familia quimica com
maior area obtida por GC-qMs foi a dos monoterpenos oxigenados. Este grupo nas quatro espécies de
plantas esteve representado por areas que variaram entre 68,3 e 93,5 %. No caso da R. chalepnesis a

maior area (85.7%) correspondeu a familia das acetonas.

Tabela 24: Familias quimicas principais as quais pertencem os compostos volateis obtidos da analise dos extratos
recolhidos das folhas das plantas. Na categoria outros foram incluidos os compostos de azoto, enxofre e furanos.
Os valores indicados correspondem a percentagem das areas obtidas por GC-qMs de cada um dos compostos
obtidos em cada extrato de planta.

% Area relativa
Familia Quimica Ruta Cedronella | Eucalyptus | Laurus Myrtus

chalepensis | canariensis | globulus novocanariensis | communis
Monoterpenos Oxigenados 6,4 93,5 87,1 68,3 86,8
Monoterpenos 0,1 32 38 0,7 1,1
Sesquiterpenos Oxigenados - - 2,2 2,7 -
Sesquiterpenos - 0,5 1,2 - -
Alcoois 1,1 0,9 2,2 56 24
Acetonas 85,7 0,1 0,2 13,2 34
Aldeidos 1,0 15 14 3,2 15
Eteres - 0,1 0.2 38 -
Esteres 2,1 - 1,1 1,2 48
Hidrocarbonetos 2,8 - 0,4 1,2 -
Outros 0,8 0,1 - 0,1 -

No extrato da C. canariensis foram encontrados compostos pertencentes a 7 das 11 familias
quimicas principais, sendo que, a de maior area correspondeu a familia dos monoterpenos oxigenados
com 93,5 % da area, onde a pinocavona (84,1%) e o mirtenal (2,17%) foram os compostos com maior
area. As restantes familias apresentaram uma percentagem de area inferior a 4 %. Assim por ordem de
importancia da percentagem de area seguiram-se os monoterpenos (3,2 %), aldeidos (1,5 %), &lcoois
(0,9 %), sesquiterpenos (0,5 %), acetonas (0,1 %), éteres (0,1 %) e o grupo de “Outros” compostos (0,1
%).

No extrato de E. globulus foram identificados compostos volateis de 10 das 11 familias quimicas
estabelecidas e tal como no caso anterior, a maior percentagem de area correspondeu a familia dos
monoterpenos oxigenados com 87,1 % do total da area obtida para a E. globulus. Os compostos
maioritarios desta familia no extrato de E. globulus foram o 1,8-cineol (77,4), o-terpineol (3,3 %). As
restantes familias quimicas representam areas percentuais inferiores a 4%. Seguiram-se, com valores

muito inferiores, a familia quimica dos monoterpenos (3,8 %), sesquiterpenos oxigenados (2,2 %), alcoois
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(2,2 %), aldeidos (1,4 %), sesquiterpenos (1,2 %), ésteres (1,1 %), hidrocarbonetos (0,4 %), éteres (0,2

%) e as acetonas (0,2 %).

No extrato de L. novocanariensis foram encontradas 9 familias quimicas, sendo que a maior
percentagem de area correspondeu a familia dos monoterpenos oxigenados com 68,3 % da é&rea. Os
compostos maioritarios encontrados pertencentes a primeira familia foram 1,8-cineol (36,9%) e linalol
(20,4%).Neste extrato a familia das acetonas também se destacou com uma area de 13,2% com o
compostos maioritario o 4-acetil-1-metil ciclohexeno (11,7 %). As restantes familias tiveram uma area
inferior a 6 %. Assim por ordem de importéncia seguiram-se os alcoois (5,6 %), éteres (3,8 %), aldeidos
(3,2 %), sesquiterpenos oxigenados (2,7 %), hidrocarbonetos (1,2 %), ésteres (1,2 %), monoterpenos (0,7

%), e 0s “Outros” compostos (0,1 %).

No extrato da R. chalepensis foram identificadas compostos volateis pertencentes a 7 familias
quimicas. Neste extrato, ao contrario das espécies anteriores, a familia quimica com maior percentagem
de area encontrada foi a das acetonas com 85,7 % da area total. Os compostos maioritarios encontrados
neste extrato foram 2-undecanona (52,5 %) e o0 2-nonanona (24,1 %). As restantes familias tiveram uma
area inferior a 7 %. Assim por ordem de importancia seguiram-se os monoterpenos oxigenados (6,4 %),
hidrocarbonetos (2,8 %) ésteres (2,05 %), alcoois (1,1 %), aldeidos (1,0 %), outros (0,8 %) e os

monoterpenos (0,1 %).

No extrato de M. communis foram identificados compostos volateis pertencentes a apenas 6
familias quimicas das 11 familias identificadas nas plantas analisadas. Também neste extrato a familia
quimica com maior percentagem de &rea foi a dos monoterpenos oxigenados com 86,8 %, onde o 1,8-
cineol (53,1%), linalol (14,4%) s&o os compostos com maior area. As restantes familias quimicas
apresentaram areas inferiores a 5%. Assim por ordem de importancia seguiram-se os esteres (4,8 %), as
acetonas (3,4 %), os alcoois (2,4 %), aldeidos (1,5 %) e os monoterpenos (1,1 %). Apesar da familia dos
monoterpenos oxigenados ter uma area maior em 4 das 5 espécies de plantas, os compostos maioritarios

desta familia ndo foram os mesmos nas quatro espécies.

4.3.1.2 Compostos Volateis Encontrados nas Plantas que Estimulam

uma Resposta Atrativa em C. capitata

De acordo com a bibliografia, cerca de 30 dos compostos volateis totais encontrados nas cinco
espécies de plantas analisadas neste trabalho s&o conhecidos por serem atrativos de C. capitata (Tabela
19), muitos deles sdo comuns nas cinco plantas estudadas. A presenga destes compostos nas plantas
estudadas variou em cerca de 30 a 56 % (Figura 24). A planta com maior percentagem destes compostos
foi encontrada no M. communis (56 %), seguiu-se uma planta endémica da Macaronésia, a C. canariensis

(39,4 %), E. globulus (32,1 %), a R. chalepensis (30,1 %) e por ultimo o L. novocanariensis (29,8 %).
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Estes compostos pertencem maioritariamente as familias dos alcoois, aldeidos, acetonas,
ésteres, monoterpenos oxigenados e monoterpenos (Figura 24). De todos os compostos volateis que
estimulam uma resposta atrativa aqueles maioritarios encontrados nos extratos de L. novocanariensis, C.
canariensis € M. communis pertencem a familia dos monoterpenos oxigenados, enquanto que 0s
compostos encontrados no extrato de R. chalepensis pertencem a familia das acetonas e os do extrato

de E. glébulos pertencem a familia dos alcoois.

N.I = Resp
My tus communis
Laurus novocananensis 29.8 %
Edcalyptus glodulus | 321%
Cedronella cananensis 39,4 %
Ruta chaiepensis 30,7 %

Figura 24: Percentagem de compostos volateis obtidos nos extratos das cinco espécies plantas estudadas
conhecidos por serem atrativos de C. capitata (ver compostos na Tabela 19). N.I: N.° de compostos volateis onde a
resposta de C. capitata ndo é conhecida; Resp. : N.° de compostos volateis conhecidos por exercer resposta atrativa
para C. capitata.

Da familia quimica dos alcoois foram encontrados quatro compostos que estimulam uma
resposta atrativa em C. capitata: o trans-2-hexenol, o cis-3-hexenol, o hexenol e o alcool feniletilo.
Apenas 1 desses 4 compostos, 0 trans-2-hexenol esteve presente em todos os extratos. O cis-3-hexenol
e 0 hexenol foram encontrados em 4 dos extratos excepto em R. chalepensis e em C. canariensis,
respetivamente. O alcool fenilo etilo foi encontrado apenas nos extratos de R. chalepensis e E. globulus
(Figura 25, Tabela 22-23).

Da familia quimica dos aldeidos foram encontrados dois compostos comuns: o benzaldeido e o
2-hexanal. Estes compostos estiveram presentes em todos os extratos a exce¢do do M. communis. Da
familia quimica das acetonas foi encontrado apenas um composto comum, o 2-nonanona. Este composto
foi encontrado apenas nos extratos de R. chalepensis e C. canariensis. Da familia quimica dos ésteres
foram encontrados dois compostos: o acetato de cis-3-hexenil e o acetato de etilo. O primeiro dos
compostos foi encontrado em 3 extratos das cinco espécies de plantas excepto em C. canariensis e M.
communis. O segundo composto foi encontrado apenas nos extratos de R. chalepensis e E. globulus
(Tabela 22-23).
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Figura 25: Para cada familia quimica € indicada a percentagem de compostos volateis presentes nos extratos das
cinco espécies de plantas estudadas conhecidos por estimular uma resposta atrativa em C. capitata. N.S:
Percentagem de compostos volateis para os quais a resposta de C. capitata ndo é conhecida; Resp.: Percentagem
de compostos volateis conhecidos por exercer resposta atrativa para C. capitata.
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Da familia quimica dos monoterpenos oxigenados foram encontrados quatro compostos
comums: o a-terpineol, o linalol, o eucaliptol e o mirtenol. O a-terpineol foi encontrado nos extrados das
cinco espécies de plantas. O linalol e o eucaliptol foram encontrados em quatro espécies de plantas. O
linalol ndo foi encontrado no E. globulus e o eucaliptol ndo foi encontrado na R. chalepensis. Por ultimo o
mirtenol foi encontrado em trés dos extratos nomeadamente em C. canariensis, L. novocanariensis e M.
communis. Da familia quimica dos monoterpenos foram encontrados quatro compostos em comum: o
limoneno presente em extratos de trés espécies R. chalepensis, E. globulus e M. communis; o 3-careno
presente nos extratos de R. chalepensis e L. novocanariensis, o a-terpineno presente nos extratos de E.

globulus e L. novocanariensis e o Y-terpineno presente apenas no extrato de L. novacanariensis.

Quando em cada extrato de planta somou-se a &rea dos compostos que estimulam uma
resposta atrativa na mosca independentemente da sua familia quimica e comparou-se com a soma da
area dos restantes compostos encontrados no extrato verificou-se que a excegao de em C. canariensis as
areas dos compostos atrativos foram superiores as areas dos restantes compostos (Figura 26). A maior
da area de compostos atrativos foi encontrada em M. communis (94,6 %) e E. globulus (85,3 %). Seguiu-
se L. novocanariensis (69,3 %) e R. chalepensis (59,6 %) sendo a C. canariensis (9,4 %) a espécie que

teve uma area de compostos volateis atrativos muito inferior as restantes plantas investigadas.

“NS »Rep.
Myrtus commuinis 946 %
Laurus novocananensss 69,3 %
Eucalyptos globulus 85,3 %

Cedronella canariensis

Ruta chalepensis 59,6 %

Figura 26: Percentagem das areas dos compostos volateis que estimulam uma resposta atrativa na mosca da fruta
para cada uma das cinco espécies de plantas N.S: Area dos total de compostos volateis onde a resposta de C.
capitata ndo é conhecida; Resp: Area do total de compostos volateis atrativos para C. capitata.

4.3.1.3 Odores dos compostos volateis

Cada composto volatil pode ter um ou varios odores caracteristicos. Os volateis encontrados nos

extratos das plantas apresentam, de acordo com a bibliografia, cerca de 43 odores diferentes [278, 279].
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Figura 27: Nimero de compostos volatis obtidos nos extratos das folhas das cinco espécies de plantas agrupados
segundo a odor de acordo com os dados publicados.*Alcaravia: planta; Canfora: planta; Terebentina: liquido obtido
por destilagdo da resina de coniferas (diluente).

Os extratos das diferentes plantas variaram quanto ao tipo de odores encontrados mas a maioria

dos odores foi comum nos diferentes extratos (Figura 27). Por ordem decrescente as plantas que tiveram
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compostos com odores mais diferenciados foram E. globulus (36), C. canariensis (28), L. novacanariensis
(25), M. communis (23) e R. chalepensis (21).

Os compostos que pertencem a familia quimica dos monoterpenos (oxigenados e
hidrocarbonetos) apresentam geralmente odores a doce, flores, fruta, horteld/mentol e pinho/pinheiro.
Dps odores frutados foram identificados maioritariamente compostos com odor a citrinos, como laranjas e
limdes, e em menor quantidade também foram encontrados compostos com odores a péssego, banana e
noz. Os compostos que pertencem a familia quimica dos aldeidos, acetonas, esteres e alcoois
apresentam geralmente odores a erva, verde e gordura. Nos extratos de C. canariensis, R. chalepensis,
L. novacanariensis, E. globulus o odor fruto foi 0 que apresentou maior nimero de compostos variando
entre 8 a 12, seguindo-se o odor a erva (4-9) e a verde (6-8), com exce¢éo no caso do M. communis onde
0 odor com maior nimero de compostos encontrados foi o odor a erva (8), seguindo-se os de odor a flor
(7), odor a fruto (6).

4.3.2 Analise da Resposta dos Insetos nos Bioensaios das Cinco

Espécies das Plantas

Para conhecer a resposta dos insetos aos volateis das cinco espécies de plantas foram
realizados os bioensaios nas condi¢oes que deram melhores resultados nos testes de resposta a proteina

Alimentar (Anexo 3).

4.3.2.10Ifatometro Sem Amostra

Comparagao das Respostas

O comportamento dos insetos quando o olfatdmetro ndo tem amostra (branco) foi estudado nos
bioensaios realizados para as cinco espécies de plantas. Quando néo foi colocada amostra a maior parte
dos individuos n3o respondeu. Contudo, apesar de ndo haver qualquer composto quimico, em todos os
bioensaios alguns individuos dirigiram-se a um dos dois bragos, ou seja, responderam (Figura 28). Tanto
os machos como as fémeas de diferente estado sexual responderam quando ndo havia amostra variando
a percentagem média de respostas entre 21,7 e 57,5 %. As percentagens médias de respostas (ao brago
direito e ao brago esquerdo), obtidas nos cinco bioensaios foram semelhantes observando-se a maior
varia¢do no R. chalepensis (21,7 — 57,5 %) e a menor nos de M. communis (22,3 — 35 %) (Tabela 25). Ao
igual que nos bioensaios da proteina, isto sugere que sempre houve um nimero consideravel de

individuos (entre 22 e 58 %) que respondeu mesmo quando néo havia amostra.
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Comparacao das Respostas para Diferente Sexo e Estado Sexual

As fémeas virgens foram as que responderam mais (35 - 57,5 %), seguindo-se as fémeas nao
virgens (21,7 — 40 %) e os machos virgens (22,5 — 29,2 %), excepto no bioensaio de R. chalepensis onde
ai os machos virgens (32,5 %) responderam mais do que as fémeas nao virgens (21,7 %) (Tabela 2). As
fémeas virgens tal como os machos virgens apresentaram maior resposta no bioensaio de R. chalepensis
(57,5 % vs 32,5 %) e menor no bioensaio de M. communis (35 % vs 22,5 %). A maior percentagem média
de respostas nas fémeas ndo virgens foi encontrada no bioensaio de L. novacanariensis (40 %) e a

menor no bioensaio com R. chalepensis (21,7 %) (Tabela 25).

Rutz chalepensiz

Cedronella cananensis
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Figura 28:Percentagem média de respostas dos insetos dos dois sexos (virgens e néo virgens) ao brago direito e ao
brago esquerdo olfatdmetro sem amostra obtidos nos bioensaios das 5 espécies de plantas. Aos insetos foi dada a
hipétese de escolherem entre um dos dois bragos do olfatdmetro. As barras representam as médias das
percentagens de resposta nos dois bragos £ o desvio padrdo. Os simbolos ao lado das barras representam as
diferencas entre as percentagens de deciséo dos insetos que se deslocam entre o brago direito e 0 brago esquerdo
determinado pelo teste Wilcoxon para os individuos do mesmo sexo e estado sexual em cada um dos bioensaios
das plantas. Os simbolos no lado direito, fora das barras, representam as diferengas nas respostas obtidas no brago
direito entre individuos de sexos diferentes e mesmo estado sexual (machos virgens e fémeas virgens) ou entre
individuos do mesmo sexo e diferente estado sexual (fémeas virgens e fémeas néo virgens). Os simbolos no lado
esquerdo, fora das barras, representam as diferengas entre as respostas obtidas no brago esquerdo entre individuos
de sexos diferentes e mesmo estado sexual (machos virgens e fémeas virgens) ou entre individuos do mesmo sexo
e diferente estado sexual (fémeas virgens e fémeas ndo virgens). Os valores das duas margens laterais foram
determinadas pelo GML. Abreviaturas n.s. (p > 0,05) ndo significativa; * p <0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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Tabela 25:Valores médios das percentagens de respostas com os mesmos insetos obtidos nos bioensaios ao
branco do olfatémetro, proteina alimentar e extrato da planta ao longo do tempo (10, 20 e 30 minutos). Abreviaturas:
V= virgens e NV= néo virgens. RP= resposta positiva; RN= resposta negativa.

. . Estado Branco _ Proteina _ Extrato _
Bioensaios Sexo Sexual Tempo RP RN :ao RP RN Nao RP |RN Nao
esp Resp Resp
10 20 10 70 30 7.5 62.5 25 7.5 67.5
I V 20 22.5 10 67.5 40 15 45 25 7.5 67.5
30 225 12.5 65 42 15 43 275 7.5 65
Valores Médios 21.7 10.8 67.5 375 12.5 50 25.8 7.5 66.7
10 225 35 425 425 20 375 325 25 425
R. chalepensis Q \ 20 225 35 425 50 15 35 40 275 325
’ 30 225 35 425 52.5 12.5 35 375 215 35
Valores Médios 225 35 425 48.3 15.8 35.9 36.7 26.7 36.6
10 12.5 10 775 35 12.5 52.5 15 215 57.5
Q NV 20 12.5 10 775 35 12.5 525 17 325 50.5
30 12.5 7.5 80 325 12.5 55 20 325 475
Valores Médios 12.5 9.2 78.3 34.2 16.7 49.1 17.5 30.8 51.7
10 17.5 7.5 75 425 5 52.5 40 12.5 475
IS v 20 17.5 7.5 75 50 2.5 475 425 12.5 45
30 17.5 7.5 75 50 2.5 475 425 12.5 45
Valores Médios 17.5 7.5 75 475 3.3 49.2 4.7 12.5 45.8
10 12.5 20 67.5 375 15 475 30 215 425
C. canariensis Q Y 20 15 25 60 52.5 17.5 30 325 30 375
’ 30 225 275 50 52.5 17.5 30 325 30 375
Valores Médios 16.7 24.2 59.1 47.5 16.7 35.8 31.7 29.2 391
10 15 17.5 67.5 35 5 60 215 15 57.5
Q NV 20 15 17.5 67.5 40 5 55 30 15 55
30 15 17.5 67.5 42.5 5 52.5 30 15 55
Valores Médios 15 17.5 67.5 39.2 5 55.8 29.2 15 55.8
10 7.5 7.5 85 40 10 50 17.5 5 775
IS v 20 17.5 7.5 75 45 10 45 20 7.5 725
30 20 12.5 67.5 45 17.5 375 25 7.5 67.5
Valores Médios 15 9.2 75.8 39.2 12.5 48.3 20.8 6.7 725
10 30 25 45 475 17.5 35 40 12.5 475
E. globulus Q Y 20 325 25 42.5 57.5 17.5 25 50 15 35
30 325 25 425 60 17.5 225 50 15 35
Valores Médios 31.7 25 43.3 53.3 17.5 29.2 46.7 14.2 39.1
10 10 12.5 715 30 5 65 215 12.5 60
Q NV 20 10 12.5 775 475 5 475 275 20 52.5
30 12.5 17.5 70 55 2.5 425 275 20 52.5
Valores Médios 10.8 14.2 75 50 4.2 45.8 275 17.5 55
10 15 5 80 35 15 50 325 2.5 65
1) V 20 20 12.5 67.5 40 20 40 475 7.5 45
30 225 12.5 65 40 20 40 475 7.5 45
Valores Médios 19.2 10 70.8 38.3 18.3 434 42.5 5.8 51.7
10 25 17.5 57.5 475 17.5 35 225 20 57.5
L. Q v 20 25 20 55 52 12.5 35.5 375 25 375
novocanariensis 30 25 20 55 55 10 35 37.5 27.5 35
Valores Médios 25 19.2 55.8 51.7 13.3 35 325 24.2 43.3
10 15 225 62.5 375 7.5 55 30 17.5 52.5
Q NV 20 20 20 60 50 15 35 475 15 375
30 225 20 57.5 52.5 15 325 50 15 35
Valores Médios 19.2 20.8 60 46.7 12.5 40.8 42,5 15.8 4.7
10 10 12.5 775 40 7.5 52.5 325 5 62.5
1) V 20 10 12.5 715 475 5 475 375 12.5 50
30 10 12.5 775 50 5 45 375 12.5 50
Valores Médios 10 12.5 71.5 45.8 5.8 48.4 35.8 10 54.2
10 225 12.5 65 475 2.5 50 35 15 50
M.communis Q v 20 225 12.5 65 525 10 375 425 175 40
30 20 15 65 55 12.5 325 45 20 35
Valores Médios 21.7 13.3 65 51.7 8.3 40 40.8 17.5 41.7
10 12.5 7.5 80 325 15 52.5 30 17.5 52.5
Q NV 20 12.5 20 67.5 425 7.5 50 35 17.5 47.5
30 12.5 20 67.5 45 7.5 475 35 15 50
Valores Médios 12.5 15.8 71.7 40 10 50 333 16.7 50
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Apesar de ndo haver amostra nos bragos do olfatdmetro, o nimero de insetos que se
deslocaram ao braco direito foi diferente dos que se deslocaram ao brago esquerdo. Estas diferencas
foram observadas tanto entre individuos de sexos diferentes e mesmo estado sexual (machos virgens e
fémeas virgens) como entre individuos do mesmo sexo e diferente estado sexual (fémeas virgens e
fémeas n&o virgens) (Figura 28). As maiores diferengas nas respostas ao brago direito foram encontradas
no bioensaio de R. chalepensis e E. globulus. As fémeas virgens responderam significativamente mais ao
brago direito (35 % vs 25 %) do que as fémeas ndo virgens (9,2 % vs 14,2 %) e mais do que os machos
virgens (10,8 % vs 9,2 %). Em relac&o ao brago esquerdo as maiores diferengas nas respostas foram
encontradas nos bioensaios de E. globulus e M. communis. Nestes bioensaios as fémeas virgens
responderam significativamente mais (31,7 % vs 21,7 %) do que as fémeas nao virgens (10,8% vs 12,5

%) e machos virgens (15% vs 10 %).
Comparacao das Respostas nos dois Bragos do Olfatometro

As diferencas observadas entre os dois bragos do olfatémetro foram muito menores quando
comparados para cada espécie de planta os resultados obtidos para 0 mesmo sexo e estado sexual.
Através do teste de Wilcoxon foram comparados para os bioensaios das cinco plantas as respostas no
braco direito com as respostas no brago esquerdo para cada um dos sexos e estado sexual. No caso dos
machos virgens apenas foram encontradas diferencas nos bioensaios sem amostra de R. chalepensis, C.
canariensis e L. novacanariensis sendo as respostas ao brago esquerdo (21,7 % vs 17,5 % vs 19,2 %)
significativamente maiores que as respostas obtidas no brago direito (10,8 % vs 7,5 vs 10 %) (Figura 28).
Em relagdo as fémeas virgens foram encontradas diferengas significativas apenas no bioensaio com R.
chalepensis sendo que, ao contrario dos machos, estas responderam mais para o brago direito (35 %) do
que para ao brago esquerdo (22,5 %). As fémeas nao virgens foram as Unicas que n&o tiveram diferengas

significativas entre as respostas dos dois bragos nas cinco espécies de plantas.
Comparagao das Respostas ao Longo do Tempo

Ainda que n&o havia qualquer amostra os insetos responderam de forma diferente durante os
bioensaios. A anélise das respostas totais (brago direito e esquerdo) dos insetos obtidas entre os 10, 20 e
30 minutos mostrou em alguns dos bioensaios diferengas entre individuos de sexos e estado sexual
diferente (Figura 29). Nos machos as respostas foram mais ou menos constantes em todos os bioensaios
a excegéo do E. globulus e L. novocanariensis que aumentaram ao longo do tempo. No caso das fémeas
virgens as respostas também foram mais ou menos constantes durante os 30 minutos de duragdo dos
bioensaios verificando-se apenas um aumento das respostas com o tempo no caso de C. canariensis e
uma ligeira diminui¢@o das respostas no bioensaio de M. communis (Figura 2). A resposta das fémeas
ndo virgens aumentaram com o tempo nos bioensaios de E. globulus e L. novocanariensis e diminuiuram

nos de R. chalepensis.
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Figura 29: Comparagao das respostas (positivas e negativas) dos insetos no olfatdmetro sem amostra (branco) nos bioensaios
com as cinco espécies de plantas ao longo do tempo (10, 20 e 30 minutos) de acordo com o sexo (3 %) e estado sexual:
virgens (V) e ndo virgens (NV).
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4.3.2.2 Olfatometro com amostra da Proteina Alimentar
Comparagao das Respostas

As respostas dos insetos a proteina alimentar estudadas nos bioensaios com as plantas foram
semelhantes as obtidas nos bioensaios da proteina analisados primeira parte do trabalho. Em todos os
bioensaios, independentemente do sexo e do estado sexual dos individuos, o nimero de individuos que
se dirigiam ao brago com a proteina (resposta positiva) foi significativamente superior (34 — 53 %) ao
numero de individuos que se dirigiram ao brago sem amostra (3 — 18%) (Tabela 25). Estes resultados e
os resultados dos bioensaios da proteina sugerem que os individuos que se dirigem ao brago com
amostra néo escolhem este brago ao acaso mas que tém uma preferéncia pelo brago com a proteina. O
numero de individuos que se deslocou ao brago com proteina foi diferente nos varios bioensaios. O
bioensaio com maior resposta positiva foi 0 de E. globulus (39,2 -53,3 %) e com menor foi 0 de R.
chalepensis (34,2 — 48,3 %). Em relacdo as respostas negativas os bioensaios com maior e menor
respostas negativas foram os de L. novocanariensis (12,5 — 18,3 %) e M. communis (5,8 - 10 %),
respetivamente. Estas diferengas entre bioensaios nas respostas a mesma amostra (proteina) entre
individuos do mesmo sexo e estado sexual apesar de ser diferentes as percentagens representam

apenas diferentes de poucos individuos (entre 4 a 6).

Comparacao das Respostas para Diferente Sexo e Estado Sexual

Apesar de no geral haver semelhangas nas respostas dos insetos nos diferentes bioensaios,
foram encontradas diferencas na percentagem média de respostas positivas e negativas a proteina entre
individuos de diferentes sexos e estado sexual,. A semelhanca dos bioensaios de proteinas, nos
bioensaios com as plantas as percentagens médias de respostas positivas a proteina (brago direito com
amostra) foram ligeiramente superiores para as fémeas virgens (48 - 53 %), seguindo-se as fémeas nédo
virgens (34 - 50 %) e os machos virgens (38 - 48 %) (Tabela 2). A maior e menor resposta positiva para
as fémeas virgens, foram encontradas nos bioensaios de E. globulus (53,3 %) e C. canariensis (47,5 %),
para as fémeas n&o virgens nos bioensaios de E. globulus (50 %) e R. chalepensis (34,2 %) e para 0s
machos nos bioensaios de C. canariensis (47,5 %) e R. chalepensis (37,5 %), respetivamente. Em todos
0s bioensaios 0s machos virgens (43 - 50 %) foram os que menos responderam seguindo-se as fémeas
ndo virgens (41 - 56 %) e as fémeas virgens (30 - 40 %). Isto mostra que uma grande parte dos

individuos independentemente do sexo e estado sexual ndo respondem a proteina.

Em relagao as percentagens médias das respostas negativas estas foram semelhantes tanto nos
machos como nas fémeas. Os machos virgens apresentaram maior e menor resposta negativa nos
bioensaios de L. novacanariensis (18,3 %) e C. canariensis (3,3 %), as fémeas virgens nos bioensaios de
E. globulus (17,5 %) e M. communis (8,3 %) e as fémeas n&o virgens nos bioensaios de R. chalepensis

(16,7 %) e E. globulus (4,2 %), respetivamente.
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Figura 30: Percentagem média de respostas dos insetos dos dois sexos (virgens e ndo virgens) ao brago direito do
olfatémetro sem amostra e ao brago esquerdo do olfatémetro com amostra (1g de proteina alimentar) obtidos nos
bioensaios das 5 espécies de plantas. Aos insetos foi dada a hipdtese de escolherem entre um dos dois bragos do
olfatémetro. As barras representam as médias das percentagens de resposta nos dois bragos + o desvio padrdo. Os
simbolos ao lado das barras representam as diferengas entre as percentagens de decisdo dos insetos que se
deslocam entre o brago direito e 0 brago esquerdo determinado pelo teste Wilcoxon para os individuos do mesmo
sexo e estado sexual em cada um dos bioensaios das plantas. Os simbolos no lado direito, fora das barras,
representam as diferengas nas respostas obtidas no brago direito entre individuos de sexos diferentes e mesmo
estado sexual (machos virgens e fémeas virgens) ou entre individuos do mesmo sexo e diferente estado sexual
(fémeas virgens e fémeas n&o virgens). Os simbolos no lado esquerdo, fora das barras, representam as diferencas
entre as respostas obtidas no brago esquerdo entre individuos de sexos diferentes € mesmo estado sexual (machos
virgens e fémeas virgens) ou entre individuos do mesmo sexo e diferente estado sexual (fémeas virgens e fémeas
ndo virgens). Os valores das duas margens laterais foram determinadas pelo GML. Abreviaturas n.s. (p > 0,05) ndo
significativa; * p <0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001.

Comparacao das Respostas do Brago Direito e do Brago Esquerdo Para Diferente

Sexo e Estado Sexual

Através do teste de Wilcoxon foram comparados as respostas no brago direito (respostas
positivas) com as respostas no brago esquerdo (respostas negativas) para cada um dos sexos e estado
sexual. Em todos os casos os insetos responderam significativamente mais ao brago com proteina do que
ao braco sem proteina (Figura 30). Através do GML no geral foram encontradas diferengas nas respostas

(positivas e negativas) entre individuos de sexos diferentes e mesmo estado sexual (machos virgens e
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fémeas virgens) ou entre individuos do mesmo sexo e diferente estado sexual (fémeas virgens e
fémeas néo virgens) (Figura 30). Isto sugere que em todos os casos os individuos que se dirigem ao

braco com a proteina sdo significativamente mais que os que se dirigem ao brago sem proteina.

Quando comparadas as repostas nos dois bragos de individuos de diferente sexo e maturidade
sexual foram encontradas diferengas. As fémeas virgens responderam significativamente mais que as
nao virgens no bioensaio de R. chaplelensis (48,3 % vs 34,2 %) e de M. communis (51,7 % vs 40 %) e
responderam significativamente mais que os machos no bioensaio de R. chapelensis (48,3 % vs 37,5 %),
E. globulus (53,3 % vs 39,2 %) e L. novocanariensis (51,7 % vs 38,3 %).

Comparacgao das Respostas ao Longo do Tempo

Verificou-se ainda um ligeiro aumento ao longo do tempo na resposta positiva dos machos e das
fémeas a proteina em todos os bioensaios principalmente entre os primeiros 10 e 20 minutos de teste
(Figura 31), estabilizado-se os valores aos 20 e os 30 minutos. A Unica excegao foi no bioensaio com R.
chalepensis em que no caso das fémeas nao virgens o numero de respostas positivas diminuiu com o

tempo.

Em relagdo as respostas negativas verificou-se que estas mudam de acordo com 0 sexo € 0
estado sexual dos insetos. No geral aumentaram ligeiramente ao longo do tempo mas houve as excegdes
seguintes: nos machos virgens nos bioensaios de C. canariensis e M. communis, nas fémeas virgens nos
bioensaios de R. chalepensis e L. novocanariensis e ainda nas fémeas nao virgens em E. globulus e M.

communis onde ai a resposta negativa diminuiu ao longo do tempo (Figura 31).

4.3.2.3 Olfatometro com amostra de Extratos de Plantas
Comparacgao das Respostas

No geral, 0 numero de individuos que se dirigiam ao brago com extrato (resposta positiva) foi
superior (18 - 47%) ao nimero de individuos que se dirigiram ao brago sem amostra (resposta negativa)
(6 - 31%) (Tabela 25). O extrato com maior resposta positiva foi o de L. novocanariensis (32,5 — 42,5 %)
e com menor foi R. chalepensis (17,5 — 36,7 %). Em relagdo as respostas negativas os extratos com
maior e menor de respostas negativas foram os de R. chalepensis (7,5 — 30,8 %) e E. globulus (6,7 - 17,5

%), respetivamente.

Comparagao das Respostas para Diferente Sexo e Estado Sexual

As percentagens médias de respostas positivas e negativas aos extratos das plantas variaram

com 0 sexo e estado sexual dos insetos. As respostas positivas aos extratos foram superiores para as

Maria Sousa Tese de Mestrado 98



Resultados 2013

fémeas virgens (32 - 47 %), seguindo-se os machos virgens (21 - 43 %) e as fémeas n&o virgens (18 - 43
%) (Tabela 25). A maior e menor resposta positiva para as fémeas virgens, foram encontradas nos
extratos de E. globulus (46,7 %) e C. canariensis (31,7 %), para 0s machos virgens foram encontradas
nos extratos de L. novocanariensis (42,5 %) e E. globulus (20,8 %) e para as fémeas n&o virgens foram

os extratos de L. novocanariensis (42,5 %) e R. chalepensis (17,5 %).

As percentagens médias de respostas negativas também foram superiores nas fémeas virgens
(15 - 31 %) seguindo-se os machos virgens (6 - 13%) e as fémeas néo virgens (14 — 29 %). A maior € a
menor resposta negativa para as fémeas virgens, foram encontradas nos extratos de C. canariensis (29,2
%) e E. globulus (14,2 %), para os machos virgens foram encontradas nos extratos de e C. canariensis
(12,5 %) e L. novocanariensis (5,8 %) e nas fémeas nao virgens os extratos de R. chalepensis (30,8 %) e

C. canariensis (15 %), respetivamente.

Comparacao das Respostas do Brago Direito com as do Brago Esquerdo Para

Diferente Sexo e Estado Sexual

Para cada espécie de planta houve diferengas nas respostas positivas e negativas dependendo
do sexo e estado sexual. Quando comparadas as respostas positivas pelo GML, observou-se que as
fémeas virgens responderam significativamente mais do que as fémeas ndo virgens e mais do que 0s
machos virgens apenas no E. globulus (46,7% vs 27,5 % vs 20, 8 %) (Figura 32). Também no extrato de
R. chalepensis (36,7% vs 17,5 %) e de M. communis (40,8 % vs 33,3 %) foram encontradas diferencas

entre as respostas positivas das fémeas virgens e das néo virgens, respetivamente.

Em relacdo as respostas negativas foram encontradas diferengas significativas no extrato de C.
canariensis (29,2 % vs 15% vs 12,5 %) sendo que, as fémeas virgens responderam significativamente
mais do que as fémeas néo virgens e mais do que os machos virgens, respetivamente. Diferencas na
resposta negativa entre sexos foram encontradas nos extratos de R. chalepensis (26,7 % vs 7,5 %) e L.
novocanariensis (24,2 % vs 5,8 %), sendo que, nestes dois casos as fémeas virgens apresentaram maior

numero de respostas negativas quando comparadas com os machos virgens (Figura 32).

Pelo teste de Wilcoxon foram verificadas possiveis diferengas nas respostas positivas e
negativas dentro de cada sexo e estado sexual para os bioensaios das cinco plantas (Figura 32). No
geral, os insetos apresentaram maior numero de respostas positivas, ou seja, dirigiram-se mais ao brago
com extrato do que ao brago sem amostra a excegéo do extrato de R. chalepensis onde ai as fémeas néo
virgens apresentaram significativamente maior nimero de respostas negativas (30,8 %) do que respostas
positivas (17,5 %). Outra excegdo encontrada foi em relagdo as respostas (positivas e negativas) das
fémeas virgens. Estas néo apresentaram diferengas significativas nos bioensaios com R. chalepensis
(36,7% vs 26,7 %), C. canariensis (31,7% vs 29,2 %) e L. novacanariensis (32,5 % vs 24,2 %) o que

indica que elas nestes trés casos parecem ter respondido de forma semelhante nos dois bracos.
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Figura 32: Percentagem média de respostas dos insetos dos dois sexos (virgens e ndo virgens) ao brago direito do
olfatémetro sem amostra e ao brago esquerdo do olfatémetro com amostra (100l de extrato de planta) obtidos nos
bioensaios das 5 espécies de plantas. Aos insetos foi dada a hipdtese de escolherem entre um dos dois bragos do
olfatémetro. As barras representam as médias das percentagens de resposta nos dois bragos + o desvio padrdo. Os
simbolos ao lado das barras representam as diferengas entre as percentagens de decisdo do insetos que se
deslocam entre o brago direito e 0 brago esquerdo determinado pelo teste Wilcoxon para os individuos do mesmo
sexo e estado sexual em cada um dos bioensaios das plantas. Os simbolos no lado direito, fora das barras,
representam as diferencas nas respostas obtidas no brago direito entre individuos de sexos diferentes e mesmo
estado sexual (machos virgens e fémeas virgens) ou entre individuos do mesmo sexo e diferente estado sexual
(fémeas virgens e fémeas n&o virgens). Os simbolos no lado esquerdo, fora das barras, representam as diferengas
entre as respostas obtidas no brago esquerdo entre individuos de sexos diferentes e mesmo estado sexual (machos
virgens e fémeas virgens) ou entre individuos do mesmo sexo e diferente estado sexual (fémeas virgens e fémeas
nao virgens). Os valores das duas margens laterais foram determinadas pelo GML. Abreviaturas n.s. (p > 0,05) ndo
significativa; * p <0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001.

Comparacgao das Respostas ao Longo do Tempo

Para ambos os sexos e estados sexuais verificou-se que no geral, as respostas positivas dos
insetos aumentaram ligeiramente ao longo do tempo & excegdo do bioensaio com C. canariensis. Este foi
0 Unico em que nos trés casos o nimero de respostas positivas ao longo do tempo parece ter-se mantido
mais ou menos constante (Figura 33). No caso das fémeas néo virgens verificou-se uma maior diferenca
ao longo do tempo nas respostas positivas de todas os bioensaios sendo de L. novocanariensis o Unico

onde a resposta positiva sofre maior aumento ao longo do tempo.
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Figura 33: Comparagdo das respostas (positiva e negativa) dos insetos & proteina alimentar nos diferentes
bioensaios ao longo do tempo (10, 20 e 30 minutos) de acordo com o sexo (& machos e$ fémeas) e estado sexual

(V virgens e NV n&o virgens).

Em relagdo as respostas negativas verificou-se que no geral, estas aumentam ligeiramente em

todos os casos principalmente entre os primeiros 10 e 20 minutos de teste e manterem-se mais ou menos

contantes aos 20 e 30 minutos. As excepgdes a isto foram observadas nas fémeas né@o virgens dos

bioensaios de L. novocanariensis e M. communis onde as respostas diminuiram. Alem deste caso no
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bioensaio de C. canariensis as respostas negativas das fémeas virgens e ndo virgens e machos virgens

mantiveram-se constantes ao longo do tempo.

Comparagao das Respostas no Olfatometro Sem Amostra e Com Amostra (Proteina
Alimentar e Extratos das Plantas)

As percentagens médias das respostas obtidas com 0 mesmo grupo de insetos nos trés casos:
olfatémetro sem amostra, olfatdmetro com proteina alimentar e olfatdmetro com extrato de plantas foram
comparadas para cada sexo e estado sexual. No geral, em todos os bioensaios (nimero de insetos que
se dirigiram brago com amostra), independentemente do sexo e estado sexual, as respostas positivas
variaram segundo o tipo de amostra. No geral as respostas foram superiores em bioensaios com
amostras de proteina (34,2 - 53,3 %), seguindo-se aqueles com extratos das plantas (17,5 — 46,7 %)

sendo menores as respostas no olfatometro sem amostra (10 — 31,7 %) (Tabela 26).

No mesmo bioensaio a comparagao entre o numero de insetos que se dirigiu até ao brago com
amostra (respostas positivas) com o nimero de insetos que se dirigiu até ao brago contrario sem amostra
(respostas negativas) ddo indicacdo sobre o potencial atrativo ou repelente de uma determinada amostra.
Quando comparadas as respostas positivas e negativas obtidas em cada extrato de planta verificou-se
que todos os bioensaios com extratos de plantas as respostas positivas foram superiores (31,7 - 46,7%)
as respostas negativas (14,2 - 29,2 %) excepto, no extrato de R. chalepensis no caso das fémeas ndo
virgens. Neste caso 0 numero de fémeas que se dirigiu ao brago sem amostra foi significativamente
superior ao registado no brago com amostra (17,5 vs 30,8 %, respetivamente) (Figura 33). Em 4 dos 8
bioensaios 0 nimero de respostas no brago sem amostra foi superior que ao do brago com amostra
(Anexo 3). Estes resultados sugerem que a R. chalepensis pode ter um potencial efeito repelente para as

fémeas nao virgens.

Para verificarmos se uma amostra é atrativa é necessario uma analise comparativa das
respostas positivas em cada bioensaio. Se as respostas positivas aos extratos sdo superiores as obtidas
no olfatometro sem amostra, pode ser considerado que um determinado extrato pode ter efeito atrativo.
Em todos os casos as respostas dos insetos aos extratos (31,7 — 46,7 %) foram superiores as respostas
obtidas no olfatometro sem amostra (16,7 — 31,7 %) no mesmo brago (braco direito), o que indica que os
extratos de todas as plantas podem ter um potencial atrativo (Tabela 26). No entanto, as diferengas entre
algumas dessas respostas nédo foram significativas. Isto ocorreu nos bioensaios com extratos da R.
chalepensis tanto em machos virgens como em fémeas néo virgens e nos bioensaios com extratos de L.
novacanariensis nas fémeas virgens. Estes resultados podem sugerir tanto indiferen¢a por parte dos

insetos como alguma repeléncia.
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Figura 34: Percentagem média das respostas positivas obtidas para (1) o branco do olfatémetro; (2) a proteina alimentar e (3) os
extratos das 5 espécies de plantas. As barras representam as percentagens médias das respostas positivas + o desvio padréo.
Os simbolos a frente das barras (1) e (2) representam as diferengas encontradas nas respostas positivas dos mesmos individuos
ao branco do olfatdmetro e a proteina alimentar; os simbolos a frente das barras (2) e (3) representam as diferengas encontradas
nas respostas positivas dos mesmos individuos entre a proteina alimentar e o extrato da planta; os simbolos nas barras
representam as diferengas encontradas entre as respostas positivas dos mesmos individuos entre o (1) branco do olfatémetro € o
(3) extrato da planta. As diferencas entre as respostas positivas dos insetos foram determinadas pelo teste Wilcoxon.
Abreviaturas n.s. (p > 0,05) ndo significativa; * p <0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001.

Como os insetos no olfatbmetro sem amostra podem dirigir-se aos dois bragos, comparar
apenas os individuos do braco direito do olfatometro que responderam aos extratos das plantas com os
individuos do brago direito do olfatbmetro sem amostra, ainda que as condi¢des dos testes séo
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comparaveis, as respostas dos individuos podem nao sé-lo. Isto porque se ha um grupo de individuos
que se deslocam quando ndo ha amostra, estes podem dirigir-se a qualquer um dos dois bragos. Um
composto para ser atrativo deveria atrair mais insetos que todos os individuos que respondem no
olfatémetro sem amostra. Assim, um critério de comparac&o mas estrito para avaliar o potencial atrativo,
seria considerar a proporgao dos individuos que responderam aos extratos das plantas com as respostas
totais obtidos nos dois bragos do olfatometro sem amostra. Se o nimero de insetos que responderam ao
extrado fosse superior as respostas nos dois bragos do olfatdmetro sem amostra pode considerar-se que
provavelmente é atrativo. Aplicando este critério as plantas com potencial atrativo sdo menos. Por outro
lado, o potencial atrativo da mesma planta ndo € 0 mesmo pois varia segundo o sexo e estado sexual dos
individuos. Segundo este critério os volateis das plantas com potencial atrativo seriam apenas os de C.
canariensis (machos virgens), E. globulus (fémeas n&o virgens), L. novocanariensis (machos e fémeas

nao virgens) e M. communis (machos e fémeas virgens e nao virgens) (Figura 34).

Tabela 26: Valores médios das percentagens de respostas com os mesmos insetos obtidos nos bioensaios ao
branco do olfatometro, proteina alimentar e extrato da planta. Abreviaturas: V= virgens e NV= n&o virgens.
RP=resposta positiva; RN= resposta negativa, NR=n&o respostas, RP/RN=valor de respostas positivas sobre o valor
de respostas negativas, RP/NR= valor de respostas positivas sobre o valor de ndo respostas, R/NR= valor de
respostas (positivas+negativas) sobre o valor de respostas negativas.

Sexo/ Branco Proteina Extrato Planta Comparagoes
Bioensaios RP3/ | RP3
EstSe | pp1 [RN1 [NR [RPR [rp2|RN2 [NR |R®/ | RP3 [RN3 |[NR [RP/ [RP3/ | ppys | RP
X. N RN RN [RP1 RN1 | 2

33V |217]1108 | 675 | 2.01 |375] 125 50 3 | 258 75 |66.7|344 119 | 0.79 1069

R 0ov | 225 35 | 425 | 064 |483| 158|359 | 306 | 367|267 | 366 [ 137 | 163 | 064|076

Chalebensis
o | 128 92| 783 | 136 [s42 167|401 | 205 | 175 | 308|517 | 0s7 | 40| 081 |0
aav || 75| 75 | 238 475 33 | 402 | 3| 417 [ 125 458 | 5| 2% | 167 O
C. canariensis | 99V | 167 242 | 591 | 069 |475| 167 | 358 | 284 [ 317 | 202 | 39.1 | 100 | M0 [ 078 [ 067
o | 15 |75 | 675 | 0se [s02| 5 | 558|784 |202 | 15 | 88| 105| 10| 0% |07
gav| 15 [ 92| 758 | 163 |202| 125|483 | 314 [ 208 | 67 725 31 | 10 [ 086 | 058
E Globulus | 99V | 317 | 25 | 433 | 127 |33 175|202 | 3.05 467 | 142 | 304 [ 320 | 147 [ 082 | 088
o |108|1a2| 75 | o6 | 50 | 42 |48 | 119|275 | 175 55 | 1e7| 2% | MO0
23 v |192] 10 | 708 | 192 |383] 183|434 [ 200|425 | 58 [ 517|733 | 22 [ 146 [ 111
novoc;hariens oov | 25 102 558 | 13 |517]133| 35 | 380 | 325|242 | 433|134 130 | 074 | 083
) o | 102 208| s0 | o2 [467 125|408 | 874|425 | 158 | 417|260 | Z2T | 100 |0
3av| 10 | 125|775 | 08 |458| 58 [484 | 79 [358 | 10 | 542 |35s| 38 | 199|078
188 | 117 | 0.19

M. communis | Q@ V | 21.7 | 133 | 65 1.63 |51.7] 83 | 40 | 6.23 | 408 | 175 | 41.7 | 2.33

ﬁ\? 1251158 71.7 | 0.79 | 40 | 10 | 50 4 [333]16.7] 50 |1.99 266 1 118 1083
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Quando comparada as respostas positiva obtidas no olfatometro com extratos de plantas com as
respostas positivas da proteina obtidas nos bioensaios das mesmas plantas, verificou-se que o extrato de
L. novacanariensis foi 0 Unico que apresentou para 0s machos virgens um potencial atrativo superior
(42,5%) ao potencial atrativo encontrado na proteina alimentar (38,3%) embora n&o houvesse diferengas
significativas entre os dois (Figura 34). Neste caso em cerca de 6 dos 8 bioensaios a resposta dos
machos foram mais altas ao extrato do que a proteina. Nas restantes plantas e para os dois sexos e
estado sexual diferente a proporgao de respostas positivas obtidas em amostras com proteina foi superior

a obtida com extratos de plantas.

Maria Sousa Tese de Mestrado 105



Discusséao 2013

5. DISCUSSAO

Estandardizagao das Condicoes dos Testes

O combate da mosca da fruta tem estado focado no controlo dos insetos na fase adulta, altura
em que é mais susceptivel aos inseticidas. Apesar de terem sido utilizadas diversos métodos de controlo
desta praga como a técnica do inseto estéril [11, 12] e armadilhas com inseticidas [83 — 86], até a data, o
controlo desta espécie ndo tem tido grande sucesso [14]. Por este motivo, nos ultimos anos, tem-se
procurado principalmente em plantas novos compostos com atividade inseticida [19, 280, 281] ou
repelente [4, 14] com o intuito de vir a ser utilizados sobre os frutos das plantas hospedeiras de forma a
diminuir os ataques da mosca. Contudo, as respostas dos adultos de C. capitata aos 6leos essenciais ou

aos extratos de plantas com atividade repelente sao ainda pouco conhecidas.
Andlise dos Compostos Volateis Presentes no Ar que Circula Dentro do Olfatémetro

Uma das dificuldades no estudo do comportamento dos insetos em relagdo aos odores de plantas
estd em comparar resultados obtidos através de métodos diferentes. A grande disparidade de métodos
utilizados pelos varios autores, nao possibilita uma anélise comparativa das respostas dos insetos aos
COVs isto porque os resultados variam muito segundo o tipo de equipamento, as condi¢des dos ensaios
ou ao estado fisiolégico dos insetos utilizados [136]. Por exemplo, no caso de C. capitata, o
comportamento dos insetos aos volateis tem sido estudado através de eletroantenogramas [62, 121, 130],
tuneis de vento [156, 159] ou olfatometros [92, 137, 282]. No entanto, o tipo equipamento utilizado pode
afetar o comportamento dos insetos, quer diretamente, devido a prépria estrutura do mesmo, ou
indiretamente, devido a presenca de poluentes volateis no ar ou ainda a dispersdo dos volateis no interior
do equipamento [136]. Apesar disto, na maioria dos trabalhos n&o é referido se houve ou ndo uma analise
previa dos compostos volateis presentes no ar que circula dentro do equipamento [271 — 272]. Neste
trabalho, foi analisado a composicéo volatil do ar que circula dentro do olfatémetro antes e apds a sua
lavagem e n&o foi encontrado nenhum composto volatil contaminante. Isto indica que nos bioensaios
realizados, o ar que circulava no olfatémetro apenas continha os compostos volateis das amostras
testadas. A aplicacdo do carvdo ativado, utilizado com frequéncia neste tipo de testes [271 — 273, 284,
284], e a lavagem do equipamento com agua depois de cada bioensaio, podem ser considerados
medidas suficientes para eliminar os eventuais COVs aspirados pela bomba do ar exterior do olfatémetro

elou os residuos volateis do material utilizado (ex. mangueiras, rolhas e tecidos).
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Dispersao dos Volateis da Amostra Dentro do Olfatémetro

O unico estudo em que foi avaliada a resposta olfativa dos adultos de C. capitata no olfatdmetro
em forma de Y foi realizado por Lépez [4] mas neste trabalho ndo indica desconhece-se qual foi

dispersao e a concentragdo dos volateis dentro do olfatdmetro.

A correta dispersdo e concentragdo dos volateis da amostra ao longo do olfatémetro séo
essenciais pois podem influenciar as respostas dos insetos. Embora, seja assumido que o ar do
olfatdmetro tem maior concentragéo de volateis no local onde é colocada a amostra e que a concentragéo
deve diminuir progressivamente até a base ao longo do tubo e deve estar ausente no brago sem amostra
[152], ndo sdo conhecidos trabalhos que tenham determinado a concentragdo de uma amostra ao longo
do olfatdmetro. Neste trabalho as quatro amostras do composto trimedlure (TML) tomadas em quatro
pontos diferentes do olfatdmetro (brago com amostra, centro, base e brago sem amostra), mostraram que
a concentragdo deste composto diminuiu progressivamente dos bragos a base do olfatometro. No brago
com amostra houve cerca de 10 vezes mais concentracdo de compostos volateis do que no centro do
olfatémetro (uniéo entre os dois bragos) e na base. No entanto, a concentragéo no brago com amostra foi
cerca de 100 vezes superior a encontrada no brago sem amostra onde néo seria de esperar presencia de
volateis [152]. A disperséo do fluxo de ar é verificada com frequéncia apenas uma Unica vez no inicio dos
bioensaios através de testes de fumaca [143, 285 — 287] mas a concentragdo e a dispersdo dos
compostos volateis interior do olfatdmetro ndo é verificada. Os testes de fumaga comparam se ha
distribuicdo equilibrada do fluxo de ar através dos bragos do olfatometro e permitem ajustar a taxa de
fluxo de ar adequada ao bioensaio. Sao realizados normalmente com cloreto de aménio (NH4Cl) [288] ou
tetracloreto de titanio (TiCls) [283, 284] num olfatometro disposto sobre um fundo preto. Estes compostos
sa0 colocados em frascos a entrada de cada um dos bragos do olfatémetro sendo o fluxo de ar com a

fumaca ajustado a entrada de cada um dos bragos de forma a evitar turbuléncias.

Apesar de saber-se que a concentragdo da amostra afeta as respostas dos insetos [284]
desconhece-se a existéncia de trabalhos que tenham verificado a disperséo de volateis da amostra ao
longo do olfatémetro e/ou que tenham detetado a sua presenga no brago sem amostra. Além disso, estes
resultados preliminares sugerem que nos estudos em que o comportamento dos insetos é estudado no
olfatémetro importante determinar a presenca de fluxo de ar no interior porque podem condicionar 0s
resultados obtidos. Igualmente o tipo de técnica e/ou material utilizado na recolha do ar pode ser
importante. Por exemplo, a técnica SPME utilizada neste estudo exige que a fibra utilizada na recolha de
COVs presentes no ar seja colocada num recipiente fechado, sem circulagdo de ar. No nosso trabalho a
fibra foi colocada no olfatémetro com o fluxo de ar ligado pelo que, o fluxo de ar pode ter dificultado a
recolha dos COVs e assim afetar a determinagdo da sua concentragdo [289]. Além disto, a seringa
modificada com a fibra utilizada, tinha um comprimento relativamente grande (cerca de 30 cm) que ndo

permitia a sua colocagdo precisa no centro dos bragos do olfatdmetro, o que também pode afetar a
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recolha dos volateis. Os resultados deste trabalho mostram que tanto a analise dos compostos residuais
como o fluxo dos compostos volateis no interior do olfatdmetro séo elementos necessérios para a
estandardizacdo das condi¢des dos bioensaios e para o desenho e melhoria de olfatémetros [143, 152,

288] de forma a permitir analises comparativas entre as respostas dos insetos a amostras.
Andlise da Resposta dos Insetos Segundo as Condi¢oes dos Bioensaios

As respostas dos insetos no olfatdmetro em forma de Y podem ser influenciadas por diversos fatores
como o tempo de duracdo do bioensaio [146, 285, 290], o numero de repeticdes do mesmo bioensaio
realizado com os mesmos insetos, o brago do olfatémetro onde é colocada a amostra [271, 285, 291] ou
o numero de individuos utilizados em cada bioensaio [39, 42 — 44]. Além disto as carateristicas dos
préprios insetos como o sexo [92, 290], o estado sexual [114, 132, 133] ou a idade [114] também s&o
importantes. No Unico estudo com um olfatémetro em forma de Y em que foi analisado a resposta da

mosca da fruta aos COVs de plantas [4] apenas a variavel sexo foi considerada.
Efeitos da Repeti¢ao dos Bioensaios

Nos bioensaios com o olfatometro com frequéncia os testes sdo repetidos utilizando os mesmos
insetos[ 271, 285, 291] no entanto, os possiveis efeitos das repeticdes no comportamento dos insetos séo
pouco conhecidos. Neste trabalho observou-se que a resposta dos insetos ndo é sempre a mesma mas,
pelo contrario, varia dependendo das vezes que os insetos estiveram em contato com a amostra. No
geral, as respostas nos dois sexos ao brago com a amostra foram maiores na primeira repeticéo
enquanto que, as respostas ao brago sem amostra parecem aumentar com o aumento do nimero de
repeticdes. Os machos dirigiram-se mais ao brago sem amostra quanto maior foi o niumero de repeticdes,
pelo contrério as fémeas dirigiram-se mais ao brago sem amostra na primeira repeticdo. As diferengas
observadas nas respostas (positivas e negativas) e ndo respostas ao longo das trés repeticdes com
mesmo grupo de insetos podem ser devidos a varios fatores como a habituagdo ou aprendizagem do
local onde esta a amostra. Wasserman [292] num trabalho com a mosca Neobellieria bullata (Diptera:
Sarcophagidae), sugere que quando os insetos sdo utilizados nas repeticdes do mesmo bioensaio pode
ocorrer habituagdo ou saturacéo dos recetores nervosos das antenas devido a ter um tempo prolongado
de contato com a amostra e, por esta razdo, ao longo do tempo ou ao longo das repeti¢des os insetos
podem deixar de responder aos volateis da amostra. Ja Chabaud [293] num estudo de Drosophila
melanogaster (Diptera: Drosophilidae) refere que com as repeticdes do mesmo bioensaio pode ocorrer
aprendizagem ou memorizagdo do local onde é colocada a amostra. Isto podera ter ocorrido neste
trabalho ja que, a amostra nas trés repetigdes foi colocada sempre no mesmo brago e os individuos
testados foram sempre os mesmos. Além disso, o intervalo entre as repeti¢des foi curto e desta forma os
insetos poderéo ter aprendido em que lugar se encontrava a amostra. Outra possivel causa da diminuig&o

da resposta pode ser que os insetos se tenham cansado e tenham deixado de se deslocar com o tempo.
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Porém os resultados obtidos ndo explicam porque os sexos respondem de forma diferente. As
fémeas sdo mais ativas, movem-se mais e apresentam maior nimero de respostas positivas nas trés
repeticdes quando comparados com os machos. Além de ndo haver um padrdo geral comum nas
respostas e nas ndo respostas nos dois sexos, as respostas variaram também segundo a idade de cada
sexo. Os machos e as fémeas de C. capitata tal como os de outros muitos insetos respondem de forma
diferente aos volateis [109], e estas diferengas também podem variar de acordo com a idade e estado de
maturacdo dos adultos [100, 114, 132]. Os resultados mostram que o nimero de repeticdes afeta as
respostas dos insetos e que estas variam segundo o seu estado sexual e desenvolvimento. Além disto, o
numero de individuos utilizados por grupo também parece ter afetado as respostas ao longo das trés
repeticdes. Em ambos os sexos verificou-se que os bioensaios com grupos de 15 individuos foram
aqueles que apresentaram no geral, um menor nimero de respostas negativas e um maior nimero de
nao respostas. Por este motivo analises comparativas do comportamento dos insetos devem ter atencao,
nao s que os individuos sejam do mesmo sexo, idade e estado de maturagdo sexual, mas também que

sejam da mesma repeticao e de testes em que se tenha utilizado o mesmo numero de individuos.
Brago do Olfatdbmetro Com Amostra

Para excluir possiveis efeitos dos bragos do olfatometro nas respostas [271, 285, 291],
geralmente como medida de precaucdo apds cada teste, os bragos do olfatdmetro foram rodados 180°C,
Desta forma o bragco que antes estava a direita passou a estar a esquerda. Analises comparativas das
respostas obtidas no braco direito e no brago esquerdo do olfatémetro tém sido pouco estudadas. A
analise dos resultados através do teste de Mantel-Haenszel ndo mostrou diferencas significativas quando
comparadas separadamente para cada bioensaio as respostas positivas e negativas obtidas nos dois
bragos do olfatdmetro. Também néo houve diferencas nas respostas entre sexos nem entre individuos
virgens e/ou n&o virgens. Resultados semelhantes foram obtidos quando o numero de individuos por

grupo variou.

Através do GML verificou-se que o conjunto das respostas positivas e negativas obtidas nos dois
bragos variaram consoante 0 sexo, idade, estado sexual e nimero de individuos por grupo. Os machos
com 8 dias de idade em grupos de 5 individuos dirigiram-se mais a proteina quando esta foi colocada no
braco direito e as fémeas, em especial, as virgens em grupos de 5 individuos responderam de forma
diferente nos dois bragos quando tinham 8, 14 e 20 dias de idade. O facto de que o tamanho da amostra
utilizado fosse relativamente baixo ndo exclui que os valores obtidos possam representar apenas
diferencas individuais nas respostas dos insetos e ndo propriamente o resultado do efeito do olfatémetro.
Estes resultados reforgam a necessidade de considerar em investigagdes futuras os possiveis efeitos do

braco onde a amostra é colocada.
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Tempo de Teste

Num mesmo bioensaio, a resposta de um inseto a estimulos olfativos pode ser influenciada pela
duragdo do bioensaio, ou seja, pelo tempo em que os insetos estdo em contato com o composto. Os
insetos com o tempo podem deixar de responder ao estimulo porque pode ocorrer habituagdo ou
saturacdo dos recetores nervosos das antenas dos insetos [292]. Na maioria dos trabalhos realizados
com olfatdmetro, o periodo de tempo que os insetos séo deixados em contato com a amostra varia
normalmente entre 3 a 60 minutos [146, 285, 290] sendo o mais frequente de 5 a 10 minutos [272, 291,
294]. No entanto, os critérios utilizados na sele¢ao da duracdo do tempo dos bioensaios geralmente néo
sao referidos [146, 285, 290]. Neste trabalho verificou-se que ao longo do tempo, os valores médios dos
insetos que se dirigem ao bragco com amostra aumentam. Estes resultados sugerem que se houver
resposta positiva a proteina alimentar esta sera observada logo nos primeiros 10 minutos do teste sendo
os 20 minutos tempo de espera suficiente para registar as respostas esperadas. As respostas positivas
nos dois sexos aumentam ligeiramente entre os 10 e os 20 minutos mantendo-se mais ou menos
constantes entre os 20 e os 30 minutos. O fato de que os individuos que ndo responderam ndo tenham
respondido mais com 0 passo do tempo sugere que mesmo que a concentragao da amostra na base do
olfatémetro possa vir a aumentar com o tempo (ver em acima), esta nao altera o valor das nao respostas.
No trabalho de Ldpez [4] cada uma das moscas testadas foi colocada individualmente a explorar o tubo
do olfatémetro sem fluxo de ar durante 5 minutos e, em seguida, o fluxo de ar foi activado mais 5 minutos.
Ao final desse tempo a resposta do inseto foi registada. Os nossos resultados quando comparados com
os obtidos por Lépez sugerem que provavelmente os deste autor sdo inferiores ao que seria de esperar
se as moscas fossem deixadas mais tempo com o fluxo de ar ligado. O tempo de contato do inseto com a

amostra devera ser cuidadosamente considerado em estudos futuros.
Sexo

As fémeas da mosca da fruta responderam mais que os machos a proteina. A maior
percentagem média de respostas positivas foi de 34,1 % para os machos e 53,3 % para as fémeas. As
fémeas da mosca da fruta sdo, no geral, mais atraidas pelos diferentes tipos de proteinas alimentares
utilizadas do que s&o os machos. Estes resultados foram confirmados tanto em experimentos realizados
no campo [90, 295] como em experimentos realizados em laboratério sejam eles em tuneis de vento [296]
ou em olfatometros [92, 290]. No entanto, as diferengas entre as respostas dos dois sexos ndo se podem
justificar por diferentes necessidades de proteina pois sao semelhantes nos dois. A falta de um alimento
proteico interfere tanto na duragdo do ciclo de vida como na emergéncia e no tamanho dos adultos [83].
Nas fémeas, o consumo de proteina aumenta a produgao de ovos [30, 67, 76], 0 que poderia explicar um
numero de respostas superior que ao encontrado em machos. Também no trabalho desenvolvido por
Lopez [4] foram encontradas diferengas nas respostas entre machos e fémeas aos volateis libertados

pelos 6leos essenciais de quatro espécies de plantas do género Tagetes (Asteraceae, Helenieae) sendo
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que, a grande diferenga foi encontrada no caso da Tagetes minuta que funcionou como atrativa para os
machos, enquanto que, funcionou como repelente no caso das fémeas pois evitaram o brago com a

amostra.
Estado Sexual

O estado sexual dos individuos pode afetar o seu comportamento perante estimulos odoriferos.
As fémeas de C. capitata respondem aos estimulos olfativos de forma diferente consoante o seu estado
de maturidade sexual [114, 132, 133], mas desconhece-se que isto ocorra nos machos. Neste trabalho os
possiveis efeitos do estado sexual apenas se verificaram no caso das fémeas. As fémeas virgens
responderam ligeiramente mais do que as néo virgens a proteina alimentar mas as respostas variam com
aidade. As fémeas virgens de 5, 14 e 20 dias de idade responderam mais do que as néo virgens. Porém,
aos 8 dias de idade as fémeas n&o virgens responderam um pouco mais a proteina alimentar do que as
virgens. As necessidades nutricionais de proteina sdo semelhantes tanto em fémeas virgens como nas
nao virgens pelo que esta ndo parece ser a causa das diferengas nas respostas. As fémeas de C.
capitata criadas em laboratério normalmente acasalam entre os 3 e os 5 dias de idade e, por volta dos 8
dias de idade, estao na idade de postura, altura em que o consumo de proteina aumenta para a produgéo
de ovos [67, 76, 267]. Esta pode ser a causa de que se tenham dirigido mais fémeas nao virgens a
proteina aos 8 dias de idade. Os resultados mostram que o estado de maturidade sexual é um fator
importante. No geral o nimero de respostas das fémeas virgens foi superior ao das fémeas nao virgens
tanto a proteina alimentar como aos extratos da maioria das plantas estudadas. No trabalho desenvolvido

por Lopez [4] ndo foram comparadas as respostas de machos e fémeas com diferentes estados sexuais.

Idade

A idade dos individuos é também um fator importante que afeta a resposta dos insetos [114]. No
geral, a resposta dos insetos diminui com a idade. O envelhecimento pode provocar alteragdes no
sistema sensorial reduzindo desta forma a capacidade de resposta [167]. A isto acresce que as
necessidades nutricionais podem diminuir e, neste caso, podem reduzir também o consumo de proteina
[30, 67, 76]. Geralmente nos estudos do comportamento da mosca da fruta, sao utilizados individuos com
idades compreendidas entre os 3 e os 10 dias [91, 92, 290], embora na maior parte dos trabalhos o efeito
da idade ndo seja testado [282]. De forma semelhante, Lopez [4] utilizou nos bioensaios insetos entre os

8 e 16 dias de idade, no entanto, ndo justificam a razao pela qual escolheram individuos destas idades.

Os resultados deste trabalho mostram que a idade afeta as respostas. Nos dois sexos, 0s
individuos com idades compreendidas entre 0s 5 e 0s 14 dias apresentaram maior numero de respostas
tanto ao brago com amostra (positivas) como ao brago sem amostra (negativas) sendo que o nimero de

respostas diminuiu drasticamente a idade de 20 dias. Independentemente do sexo e do estado sexual,
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houve mais individuos que responderam mais ao brago sem amostra aos 5 dias de idade. Nesta idade os
insetos poderao ainda n&o ter os érgéos sensoriais completamente maduros para poder detetar em que
braco do olfatdmetro estd a amostra da proteina ou, simplesmente, podem ser mais ativos e por isso

movem-se mais pelo olfatémetro.

Nos dois sexos a maior percentagem de respostas ao brago com amostra em individuos virgens e
nao virgens foi obtida em individuos com 8 dias de idade. Embora as respostas das moscas estejam
claramente relacionadas com a idade, houve diferengas entre machos e fémeas. As fémeas jovens
responderam mais a proteina alimentar do que os machos, condi¢io que se altera apenas quando estes
atingem os 20 dias de idade. Isto pode estar relacionado com o facto de que como o nimero de ovos que
as fémeas colocam por dia diminui com a idade (> 14 dias ), logo a necessidade do consumo de proteina
também comeca a diminuir [30, 67, 76] e, por esta raz&o, aos 20 dias os machos respondem mais &

proteina alimentar do que as fémeas.

Numero de Individuos por Grupo

Os insetos podem andar em grupos ou individuaimente e ter comportamentos diferentes. Em
condi¢bes naturais os sexos da mosca da fruta diferem no comportamento. Na natureza os machos ao
atingir a maturidade sexual formam leks ou grupos de 3 ou 4 individuos de forma a atrair as fémeas para
acasalar-se [39, 42 — 44]. A diferenca dos machos, as fémeas no formam grupos e precisam de espaco
suficiente para por os seus ovos. Elas protegem os seus locais de oviposi¢ao através da marcagao desse
local com uma feromona que afasta as outras fémeas do local [65 — 66]. O tipo de comportamento
observado em insetos no campo podera explicar as diferencas entre as respostas obtidas nos bioensaios
com numero de individuos diferentes. Quer em machos quer em fémeas o maior nimero de respostas no
brago com amostra foram obtidas em grupos de 5 individuos € o maior nimero de respostas no brago
sem amostra nos dois sexos foram obtidas em grupos de 10 individuos. Nos dois sexos quando foram
utilizados grupos de 15 individuos aumentou o0 nimero de individuos que ndo responderam. Isto sugere
que ao aumentar o nimero de individuos por ensaio os insetos respondem menos. Se 0 numero de
individuos aumenta, ao ter pouco espaco, os insetos podem parar de se movimentar e manter-se no
mesmo local ou, pelo contrério, alguns podem movimentarem-se mais a procura de um espaco livre,

independentemente do local onde esta a amostra.

Um numero de 15 ou 20 individuos no mesmo bioensaio pode ser demasiado grande e favorecer a
libertagdo e aumento de feromonas no olfatémetro e assim mascarar os volateis da amostra, ou serem
mais atraidos pelo odor das feromonas. Sabe-se que tanto os machos virgens como 0s ndo virgens
libertam feromonas sexuais [39, 42 — 44] ou feromonas de marcag¢ao no caso das fémeas néo virgens [65

— 66]. No trabalho de Lopez [4] os insetos foram estudados individualmente pelo que os seus resultados
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nao podem ser comparados com 0s nossos. No entanto, os resultados obtidos neste trabalho sugerem
que em trabalhos futuros devera verificar se foram libertadas feromonas e se a sua composigéo volatil e

concentragdo pode afetar os resultados dos bioensaios.

Estado Alimentar dos Insetos

O efeito do estado alimentar dos insetos no comportamento foi analisado em insetos que que
tinham estado 1h ou 24h jejum e em insetos acabados de se alimentar. Os insetos que estiveram em
jejum (1h e 24h) responderam significativamente mais que os insetos acabados de se alimentar. Apesar
de ndo haver qualquer composto quimico no olfatémetro, o numero global de insetos que se
movimentaram em dire¢&do a um dos bragos do olfatometro sem amostra foi mais alto nos insetos que
estiveram em jejum 24 horas (31 - 53 %), seguindo-se os insetos que estiveram em jejum 1hora (29 — 47
%) e, em menor numero, os insetos acabados de se alimentar (20 — 27 %). O estado nutricional dos
insetos pode influenciar a resposta aos compostos volateis [152, 295]. No geral, quanto maior € a
necessidade que um inseto tem em adquirir alimento, maior sera a sua procura/movimento dentro do
olfatémetro [152, 295].

Este trabalho mostra que os insetos em jejum movimentam-se mais mesmo sem amostra o0 que
indica que quando estdo com fome movimentam-se mais. Porém, este comportamento pode afetar os
resultados esperados j& que, muitas vezes, sé pela necessidade em saciar a fome ou sede, um inseto
pode procurar e se dirigir a uma fonte de alimento mesmo néo gostando dele. Na mosca da fruta é
desconhecida a existéncia de trabalhos que verifiquem a resposta de C. capitata aos volateis com
diferentes estados nutricionais. No trabalho de Lopez [4] o efeito do estado nutricional dos insetos ndo é
estudado, no entanto, todos os insetos estudados estavam alimentados. Igualmente néo ha trabalhos
publicados sobre o efeito do estado nutricional de C. capitata nas respostas aos compostos volateis.,
Katsoyannos [137] num estudo sobre a resposta da mosca da fruta aos atrativos sexuais em dois tipos de
olfatémetro diferentes, estudou a respostas de adultos em jejum entre 15 a 24h e encontraram que 0s
insetos em jejum responderam mais do que os acabados de alimentar. Estes dados indicam que o tempo
que os insetos estiveram sem se alimentar é importante e deve ser considerado nos bioensaioes, pois do

contrario, podem dar lugar a falsas respostas positivas.

Composicao Volatil da Proteina alimentar e Analise da Resposta dos Insetos

O maior numero de respostas quer em machos quer em fémeas foram obtidos na maior parte dos
bioensaios na primeira repeticdo Por este motivo, e para propositos comparativos, nas andlises que se

seguem sao utilizados apenas os resultados das primeiras repetigdes.
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A atragdo das moscas da fruta varia segundo o tipo de proteina alimentar utilizada [90, 92]. As
proteinas alimentares sdo amplamente usadas como atrativos em armadilhas de cores e formas diversas
geralmente em conjunto com outras substancias Uteis para o controle ou a detecdo da mosca da fruta
(ex. inseticidas) [83, 85, 87, 104]. As proteinas alimentares durante a sua decomposicao libertam amonia,
que junto com outros volateis libertados, actuam como atrativos das moscas [92, 290]. A composi¢do
volatil de algumas proteinas alimentares é conhecida como a das proteinas Nu-Lure e GF-120 [297 -
301]. Recentemente a proteina FNI 210 obtida por fermentacdo (FNI, Fermentation Nutrient Ingredient)
[89] tem vindo a ser utilizado na alimentagdo das moscas da fruta criadas em massa em laboratério (ex.
Biofabrica da Camacha) porque aumenta a produgdo de ovos nas fémeas [89]. A composi¢do quimica
deste nutriente € conhecida [89] mas n&o a sua composi¢&o volatil nem a sua percentagem de atragao na

mosca da fruta.

Na proteina alimentar FNI 210 foram encontradas neste trabalho cerca de 18 compostos volateis dos
quais, 12 s&o comuns aos encontrados por outros autores em outras proteinas hidrolisadas [297 — 301]. A
maioria dos compostos comuns em proteinas alimentares sdo pirazinas [88] como a 2-metil pirazina; 2,5-
dimetil pirazina; 2,3-dimetil pirazina; 2-etil, 6-metil pirazina; 2-¢etil, 5-metil pirazina e trimetil pirazina). Este
grande numero de pirazinas indica que a proteina alimentar utilizada apresenta carater basico. Os
compostos libertados pelas iscas mais basicas sdo dominados pirazinas enquanto que, os compostos
volateis emitidos por iscas acidas sdo dominados por aldeidos e acetonas [90]. Em menor nimero do que
as pirazinas foram encontrados outros compostos comuns entre eles, aldeidos como, o benzaldeido
(Buterry [298], DeMilo [88]) e o 3-metil butanal (Lee [301]; DeMilo [88]), acidos como, o &cido acético
(Buterry [298], Lee [301]), e outros compostos como, a butirolactona (Lee [301] ) e o 2-acetil pirrol
(Buterry [298)).

Ainda que n&o se saiba qual ou quais dos compostos encontrados, além da aménia, tém efeito na
mosca da fruta, cerca de 34 % dos machos e 53 % das fémeas dirigiram-se ao brago do olfatdmetro com
esta proteina, 0 que sugere que esta proteina é atrativa para estes insetos. Estes valores séo
comparativamente semelhantes aos encontrados por Mazor [92] em moscas com 10 dias de idade para
as proteinas alimentares Buminal, Naziman e PIB-7, sendo a mais atrativa a Buminal e a menos atrativa a
PIB-7. As percentagens de atrag@o encontradas por este autora variaram entre 10 a 70 %. Apesar de
Mazor ter utilizado também moscas criadas em laboratorio, o tempo dos testes dele foram superior aos
nossos (1h e 4 h) e o tipo de olfatémetro utilizado foi diferente, fatores estes que ndo permitem fazer uma

andlise comparativa dos resultados.

Os valores obtidos a proteina FNI 210 sdo semelhantes aos encontrados em armadilhas no campo
0 que indica que esta proteina é atrativa. Em testes de campo mostram que as percentagens de
respostas positivas de machos e fémeas as proteinas alimentares USB, Mazoferm, Nu-lure e Provesta

andam a volta dos 50 % [302]. Barry [303] afirma que as diferengas entre as moscas salvagens e as
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criadas em laboratério, devesse ao facto das primeiras ndo se alimentarem diariamente com proteina.
Segundo este autor as moscas selvagens s&o mais ativas e mais facilmente atraidas as armadilhas com
proteinas porque necessitam de procurarem alimento proteico. O alimento junto com outros estimulos
visuais utilizados no campo para a atragdo das moscas como as armadilhas cromotrépicas [60, 61]
contribuem ainda mais a aumentar o nimero de capturas dos individuos. Assim, 0s nossos resultados
sugerem que a proteina FNI 210 é potencialmente interessante para utilizar no futuro nas armadilhas

habitualmente utilizadas no campo.

As diferencas encontradas na area dos picos destes compostos, no inicio e final do dia, sugerem
que h& uma ligeira perda de volatilidade dos compostos com o passo das horas que, embora pequena,
podera afetar a resposta dos insetos. Segundo Mazor [92] a taxa de libertagdo da amdnia presente nas
proteinas alimentares pode variar dependendo das interagdes entre os fatores bioticos (ag&o microbiana)
e abidticos (temperatura, precipitagdo, vento) e por este motivo, com frequéncia, a composigao volatil
altera-se com o passo do tempo. Desta forma sera adequado testar no campo os efeitos ao longo do
tempo enquanto em ensaios de laboratério € recomendavel preparar novas amostras de proteina no

inicio de cada teste.

Insetos que Nao Respondem

Nos bioensaios da proteina alimentar e dos extratos das plantas foi observado um elevado
ndmero de ndo respostas tanto quando havia amostra como quando ndo havia. Na maior parte dos
trabalhos realizados com olfatdmetros as ndo respostas ndo sdo analisadas [4]. Os insetos normalmente
sdo testados individualmente e, quando n&o respondem (positiva ou negativamente), geralmente séo
excluidos dos resultados [271, 294]. Contudo, analisar os individuos que ndo respondem é importante
para compreender 0 comportamento dos insetos. Um elevado nimero de ndo respostas pode significar
que que a amostra ndo é atrativa, que é repelente ou que ndo tem qualquer feito, além disso, pode indicar
que a concentragdo de amostra utilizada por bioensaio podera n&do ter sido a mais adequada para
provocar uma resposta. Neste trabalho as percentagens médias de n&o resposta obtidas nos bioensaios
da proteina alimentar tal como as percentagens médias de respostas (positivas e negativas) variaram de
acordo com 0 sexo, estado sexual, idade e numero de individuos por grupo. As respostas mais elevadas
foram obtidas nos machos virgens seguindo-se as fémeas nao virgens e as fémeas virgens. No geral, os
insetos com 20 dias de idade e em grupos de 15 foram os que menos responderam. Estas percentagens
de ndo resposta podem estar relacionadas com as proprias carateristicas fisicas dos insetos. De acordo
com Vissier [152, 153] as carateristicas fisicas dos insetos em geral podem afetar a capacidade de

orientag&o ou discriminagéo da fonte do odor.
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Além das diferengas que pode haver nas ndo respostas entre individuos de sexo e estado sexual
e idade diferente, outros fatores como variagdes nas condigdes ambientais nas quais foram realizadas os
bioensaios ou nas condi¢des alimentares podem influenciar individuos das mesmas carateristicas. A
intensidade luminosa, a temperatura e a humidade s&o fatores que afetam o comportamento dos insetos
[152]. Diferengas nestes fatores podem afetar de forma diferente os resultados dos varios testes.
Contudo, as condigbes de temperatura, humidade e luminosidade (Anexos 13 e 14) em que foram
realizados os bioensaios neste estudo foram semelhantes. Além disto, estas condigdes foram também
semelhantes as utilizadas na criagdo e manutengéo dos insetos, ndo havendo alteragdes drasticas que
pudessem justificar um elevado nimero de nao respostas nos bioensaios. A isto acresce que 0s
bioensaios foram realizados sempre no mesmo local com o olfatémetro colocado sempre na mesma
posicao, sobre uma superficie branca de forma a evitar interferéncias visuais e sempre com intensidade
de luz semelhante. Outra possivel explicagcdo podera ser que este comportamento seja devido ao fato do
olfatometro estar inclinado 60° relativamente a superficie. Bioensaios com o olfatometro colocados em
angulos diversos em relagdo a superficie seriam necessarios para avaliarem um possivel efeito da
posicdo no comportamento dos insetos. O elevado nimero de ndo respostas em todos os bioensaios em
insetos com as mesmas carateristicas sugere que na mosca da fruta existe variagcao nas resposta aos

compostos volateis.

Composicao Volatil dos Extratos das Plantas e Analise das Resposta dos

Insetos

Composigao Volatil dos Extratos das Plantas

Os resultados da composicéo volatil das folhas de R. chalepensis, C. canariense e E. globulus
encontrados neste estudo foram semelhantes quanto a composi¢do quimica e as percentagens relativas
de compostos, aos encontrados por outros autores para as mesmas estruturas [304 — 309]. As maiores
diferengas quer qualitativas quer quantitativas registadas em relagdo aos dados publicados foram na
composicdo volatil das folhas de L. novacanariensis [310, 311] e de M. communis [312, 313]. Quanto a
composicdo volatil de L. novacanariensis as principais diferencas foram na propor¢do da classe e nos
compostos maioritarios encontrados. Neste trabalho a classe maioritaria foi a dos monoterpenos
oxigenados (68,3 %) onde o linanol (20,39 %) e o 1,8-cineole (36,97 %) foram os compostos maioritarios.
Rodilla [310] a partir de folhas verdes de L. novaconariensis recolhidas na ilha da Madeira na altura da
primavera obteve uma fragdo muito maior de monoterpenos hidrocarbonetos em relagdo aos
monoterpenos oxigenados (74% vs 25-26%) e encontrou como compostos maioritarios o a-pineno (21 %),

1,8-cineole (15,8 %), B-pineno (15 %), 3-careno (5,6 %) e linalol (1,4 %). No nosso trabalho os compostos
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a/B-pineno nao foram encontrados e o composto 3-careno foi encontrado mas com uma area

relativamente baixa (<1 %).

Quanto aos resultados obtidos para o L. novacanariensis também foram diferentes dos de
Macchioni [311] obtidos a partir de folhas de L. novocanariensis recolhidas na ilha da Madeira. Este autor
encontrou maior percentagem da classe dos sesquiterpenos (38,8 vs 2,7%) e menor da classe dos
monoterpenos (36 % vs 68,3 %), encontrando como compostos maioritarios o a-pineno (10,4%) com
maior area, seguindo-se o 1,8-cineole (9,6%) e o B-selineno (7,2%). No trabalho desenvolvido por este
autor n&o foi obtido o linaol. Este autor sugere ainda que as diferencas encontradas entre o seu trabalho
e 0 trabalho de Rodilla [310] podem ser devidas a presenca de diferentes quimiotipos de L.
novocanariensis na Madeira. Esta explicagdo também pode esclarecer as diferengas encontradas entre o
nosso trabalho e o destes dois autores. Contudo, é preciso salientar que a técnica de extracdo utilizada
por nos e por eles foi diferente o que pode influir nos resultados. Neste trabalho foi utilizada como técnica
de extragdo a HS-SPME enquanto que os trabalhos publicados utilizaram como técnica de extragdo a
hidrodestilagdo e posterior analise por GC-Ms. A técnica de hidrodestilagao utiliza temperaturas elevadas
através da qual os constituintes naturais de uma amostra podem sofrer alteragao por possivel oxidagao,

além disto, devido a agao do calor, podem ainda ocorrer perdas dos compostos mais polares [257].

As diferengas encontradas no extrato de M. communis entre este trabalho e os dados publicados
foram apenas na propor¢éo de alguns compostos. Neste trabalho, a classe maioritaria encontrada foi a
classe dos monoterpenos oxigenados (86,8 %) sendo os compostos maioritarios o 1,8-cineol (53,12 %),
linalol (14,42 %), mirtenol (9,31 %) e a-terpinol (7,33 %). Estes compostos s&o comuns aos encontrados
por outros autores nas folhas de plantas procedentes da Italia [312] e Portugal [313] mas, a diferenca
destes, no nosso trabalho a proporgao dos compostos de acetato mirtenol, limoneno e a-pineno obtidas
foram mais baixas. Tal como no caso anterior, estas diferengas poderéo estar relacionadas com o método
de extragdo utilizado [258] e/ou com a origem geografica das amostras [243, 268]. Contudo, as diferengas
na composicdo volatil encontradas tanto em L. novacanariensis como em M. communis podem ainda
estar relacionadas com outros fatores como a época do ano em que foi colhida a amostra, a fase de
desenvolvimento da planta [243, 245, 266, 267], a localidade onde foi recolhida a amostra, a hora da
colheita [243, 268], e ainda se planta sofreu ou ndo qualquer ataque por parte de insetos, fungos ou virus
[256].

Os resultados dos extratos de R. chalepensis, C. canariensis e E. globulus foram semelhantes
aos dados publicados quer quanto as classes maioritarias como a composi¢do quimica. No extrato da R.
chalepensis a composicao volatil encontrada teve como classe maioritaria a classe das acetonas (85,5 %)
onde o 2-undecanona (52,5 %) e o 2-nonanona (24,1 %) tiveram maior area. Resultados parecidas foram
encontrados por outros autores em individuos do Irdo [314], Asia (Anatélia) [304] e Tunisia [305]. A

diferenga desta, em C. canariensis a classe dos monoterpenos oxigenados (93,5 %) foi a principal com a
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pinocarvona como composto maioritaria (84,1 %). Este também foi 0 composto maioritario encontrado por
outros autores em extratos de folhas de individuos procedentes de Tenerife [306] e La Palma [307]. No
extrato do E. globulus, ao igual que em outros trabalhos publicados, a classe de monoterpenos
oxigenados (87,1 %) foi a maioritaria sendo o composto 1,8-cineol (77,4 %) o que apresentou maior
percentagem de area [308, 309]. O 1,8-cineol é o que determina o valor comercial do 6leo desta espécie
[308] e pode variar consideravelmente (48,7 — 86,7 %), tendo sido encontradas diferen¢as neste
composto em individuos/populagbes. A percentagem deste composto nos individuos da Madeira é
relativamente elevada quando comparada com individuos do Uruguai (64,5%), Califérnia (58%), Marrocos
(82%) e Argentina (50-65%) sendo semelhante aos valores encontrados em individuos presentes em
Cuba (77%), [308].

Analise da Resposta dos Insetos

Olfatometro Sem Amostra

Um elevado nimero de individuos deslocaram-se aos bragos do olfatdmetro mesmo quando este
ndo tinha amostra. O facto de na maior parte dos casos (75%) nédo haver diferengas significativas entre os
dois bragos sugere que esta deslocagao ndo é devida a presenca de restos de volateis em um dos bragos
do olfatdmetro mas que provavelmente é devida a uma tendéncia dos insetos a se dirigirem aos bracos
do olfatdmetro. A analise das respostas (brago direito e esquerdo) dos insetos obtidas entre os 10, 20 e
30 minutos nos mostrou diferengas nos bioensaios com insetos do mesmo sexo e estados sexual o que

indica que eles se vao deslocando pelo olfatometro como uma tendéncia natural.

Este movimento podera dever-se a diferencas de atividade entre individuos ou podera estar
influenciado pela inclinagdo do olfatdmetro (60°) em relagdo a superficie. Vissier [152] sugere que
algumas espécies de insetos (ex. pulgdes Aphis fabae Scop.) tém uma tendéncia natural para subir pelo
olfatémetro. No entanto, estas diferengas variaram consoante 0 sexo e o estado sexual dos individuos. As
fémeas virgens responderam no geral mais do que as fémeas néo virgens e do que os machos virgens
mas estas diferencas podem ser devidas ao facto das fémeas de C. capitata serem mais ativas do que 0s
machos. Este trabalho vem reforgar a necessidade de determinar nos bioensaios se ha respostas mesmo
quando ndo ha amostra e a importancia de determinar as possiveis causas para poder determinar a
relevancia dos valores obtidos. Assim, para saber qual dos dois fatores pode ser a causa dos resultados

seria necessario comparar os resultados do olfatdmetro em diferentes posicoes.
Olfatémetro com Amostra da Proteina Alimentar

As respostas (positivas e negativas) e ndo respostas dos insetos a proteina alimentar obtidas na
primeira parte deste trabalho foram semelhantes as obtidas nesta segunda parte. Nesta analise apenas

puderam ser comparados os individuos com 8 dias e em grupos de 5. Tal como na primeira parte deste
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trabalho os insetos responderam mais ao brago com proteina do que ao brago sem proteina, em ambos
0s casos, a percentagem de respostas positivas maxima foi cerca de 50 % e a minima foi cerca de 35 %.
As fémeas virgens responderam sempre mais a proteina que as fémeas néo virgens e do que os machos
virgens As percentagens de resposta negativa foram semelhantes para ambos os sexos e estados
sexuais sendo 0s machos virgens os que apresentaram maior numero de respostas negativas e maior

ndmero de nao resposta tal como na primeira parte.

Em relacdo ao tempo de teste verificou-se, tal como nos bioensaios da proteina, um ligeiro
aumento ao longo do tempo na resposta positiva dos machos e das fémeas & proteina em todos os
bioensaios, principalmente entre os primeiros 10 e 20 minutos de teste. Entre os Ultimos minutos de teste
e entre os 20 e os 30 minutos, o nimero de respostas parece em alguns casos ter-se estabilizado. No
entano, nao foram encontradas diferencas nas respostas dos insetos entre a primeira e a segunda parte
nos bioensaios com as plantas 0 que sugere que os insetos néo responderam ao acaso em todos 0s

bioensaios.
Olfatometro Com Amostra de Extratos de Plantas

A partir de bioensaios realizados, sabe-se que os adultos da mosca da fruta s&o atraidos por um
elevado numero de compostos. No laboratorio em testes com compostos individuais, os individuos desta
espécie dirigem-se em diregdo a mais de 85 compostos volateis de plantas [119, 122 - 126]. A maioria
dos bioensaios tém testado a resposta dos adultos a compostos volateis individuais através de
principalmente da técnica do eletroantenograma [119, 121 — 123, 126] e tuneis de vento [125] mas
também tem sido realizados ensaios através de armadilhas para as moscas como a armadilha de
Jackson [124]. Nestes trabalhos a resposta dos insetos em diregdo ao um determinado composto é
interpretada como um possivel atrativo. Na procura de compostos que possam ser Uteis no controlo a
mosca da fruta, a resposta aos compostos volateis foi estudada sobretudo em aqueles compostos que se
espera suscitem uma resposta dos insetos. Em especial os compostos mais estudados sdo os que
contribuem ao odor dos frutos hospedeiros (ex. nectarina, laranja) utilizados pelas fémeas para colocagdo
dos ovos [119, 121, 124 — 126] ou, entdo, aqueles que fazem parte das feromonas sexuais dos machos e
que sao atrativos para as fémeas [123, 126]. Na maior parte destes trabalhos as condi¢des dos
bioensaios foram semelhantes as utilizadas no nosso trabalho, ou seja, os adultos foram utilizados
adultos jovens (2 os 8 dias) alimentados com proteina hidrolisada e agua e os testes foram realizados em
laboratdrio sobe condigbes controladas. Estes testes mostram que a mosca da fruta responde
positivamente a uma grande parte dos compostos volateis encontrados por nds nos extratos das cinco
espécies testadas. Em todos os casos, a exce¢édo das fémeas nao virgens no extrato de R. chalepensis, o
numero de individuos que se dirigiu ao brago com o extrato foi sempre superior ao nimero de individuos

que se dirigiu ao brago sem amostra.
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Nos extratos das cinco espécies de plantas os compostos volateis encontrados com maior
potencial atrativo na mosca pertencem principalmente as familias dos aldeidos, dos alcoois e dos
monoterpenos. Os compostos da familia dos aldeidos e alcoois sdo frequentemente encontrados no odor
libertado pelos frutos como, o hexanal, 2-hexanal, 1-hexanol, trans-2-hexen-1-ol, cis-2-hexen-1-ol, trans-
2-hexen-1-ol e o cis-3-hexen-1-ol [121]. A familia dos monoterpenos pertencem alguns compostos que
compdem a feromona sexual dos machos como linalol, trans-B-cimeno, mirtenol, mirceno, terpinoleno e
limoneno [123, 315, 316]. No entanto, algumas variagdes séo encontradas na composicado volatil do odor
sexual emitido pelos machos. Gongalves [315] sugeriu que esta diferenca pode estar relacionada com os
tipos de fruta a partir da qual os insetos foram obtidos e/ou com a diferente dieta obtida durante a fase
larval. Este facto pode explicar a capacidade da mosca em aceitar uma ampla variedade de compostos

volateis.

Todos estes compostos atrativos foram encontrados nos extratos das plantas testadas o que
justifica que a C. capitata tenha tido no geral uma resposta positiva (atrativa) aos extractos das cinco
espécies de plantas testadas nos bioensaios. No entanto, apesar de que a proporgdo/concentracdo
destes alcoois e aldeidos nos extratos das plantas ser relativamente baixa, e a dos monoterpenos ser
relativamente elevada em todos os extratos, os insetos ndo responderam melhor as extratos que tinham
mais monoterpenos. Por exemplo o extrato de C. canariensis apresentou como familia quimica maioritaria
a dos monoterpenos com cerca de 96,7 % dos compostos, no entanto, a resposta dos machos e das
fémeas a esse extrato ndo foram tdo elevadas como as respostas obtidas no extrato de L.

novacanariensis em que o nimero de compostos da familia quimica dos monoterpenos foi apenas 69 %.

A concentragdo dos compostos pode néo ser um factor explicativo das respostas obtidas pois a
C. capitata apresenta uma elevada seletividade para determinadas familia quimicas de compostos
volateis independentemente da sua concentragdo numa amostra [62, 121, 123] ou seja, nem sempre 0s
compostos volateis que contribuem maioritariamente para o odor de uma amostra (maior area) exercem
maior poder atrativo. Assim, ndo tem de existir uma relagdo aparente entre a contribuicdo de um
determinado componente volatil ao aroma da amostra (concentrago relativa) e a magnitude de resposta
do insetos a esse aroma. Isto coincide com os resultados do nosso trabalho, pois embora existam em
todos os extratos elevados numeros de compostos atrativos para a mosca, a resposta dos insetos a
esses extratos ndo foi sempre a maior. Os alcoois e aldeidos contribuem frequentemente para o odor das
folhas verdes e/ou odor dos frutos verdes da maioria das plantas [121]. E conhecido que a maturagao
das plantas, especialmente dos frutos, afeta a composi¢do qualitativa e quantitativa destes compostos,
diminuindo os seus niveis e contribuindo menos ao aroma geral do fruto a medida que este vai
amadurecendo [121]. Light [121] num trabalho sobre a atracdo da mosca da fruta a 44 compostos
volateis extraidos das nectarinas, mostrou que independentemente da contribui¢do (concentragao) destes
compostos ao odor geral da planta, eles originam uma grande resposta nos adultos de ambos 0s sexos

quando comparados com outros compostos volateis.
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Além dos compostos referidos, outros compostos como o metil eugenol e o cis-a-copaeno séo
também conhecidos pelo seu elevado potencial de atracdo em C. capitata [10, 127]. Enquanto que o
composto metil eugenol atrai fémeas e machos, o cis-a-copaeno parece ser apenas atrativo para 0s
machos [10, 127]. Por outro lado os machos expostos ao cis-a-copaeno aumentam 0 seu Sucesso no
acasalamento [120]. Estes dois compostos também sdo frequentemente encontrados nas plantas [10,
127] e ambos foram encontrados no extrato de L. novacanariensis. Apesar de que nenhum destes
compostos ndo ser maioritarios nos extratos, mas sim como compostos intermédios ambos com
concentragdo semelhante, a presenga destes compostos podera explicar a maior resposta positiva dos
machos a este extrato do que a proteina. Estes resultados sugerem que o extrato de L. novocanariensis
tem um potencial atrativo superior ao da proteina embora as diferengas entre ambos n&o tenham sido
significativas. As fémeas virgens e ndo virgens também responderam muito a este extrato mas as

percentagens de resposta ndo foram tio altas como as obtidas na proteina.

Em todos os casos a percentagem média de respostas positivas dos insetos aos extratos das
plantas foi superior as obtidas no olfatémetro sem amostra e inferiores as obtidas nos bioensaios com a
proteina alimentar. Estes resultados sugerem que os extratos das plantas, a exce¢do do de L.
novocanariensis, apresentam um potencial atrativo inferior ao potencial atrativo da proteina, Embora as
diferencas de respostas ao extracto L. novocanariensis e a proteina ndo tenham sido significativas estes
resultados sd@o encorajadores para procurar nos extractos desta planta compostos potencialmente

atractivos.

Ainda que cerca de 30 dos 93 compostos volateis totais encontrados nos extratos das espécies
de plantas estudadas neste trabalho sejam conhecidos por apresentar um efeito atrativo [119, 122 - 126],
alguns deles podem também ter efeito repelente ou, 0 mesmo composto pode ter efeitos diferentes
segundo o estado sexual dos individuos. Por exemplo no caso das fémeas de C. capitata as fémeas
virgens s&o mais atraidas pelo odor dos machos, no entanto, apoés o acasalamento elas trocam de
preferéncia, optando pelo odor emitido pelos frutos das plantas hospedeiras [114, 132, 133]. Um dos
compostos volateis maioritarios da feromona sexual dos machos é acetato de etilo [121] [207] [123]. Este
composto foi encontrado neste trabalho nos extrados de E. globulus € R. chalepensis sendo maior a
concentragdo no extrato desta ultima espécie. A presenca deste composto no extrato da R. chalepensis
pode ser a causa de que as fémeas ndo virgens ndo tenham sido atraidas. Nos extratos de ambas
plantas as respostas das fémeas virgens foram mais baixas do que a das fémeas ndo virgens e do que a
dos machos. Além disso, as respostas das fémeas ndo virgens obtidas nestes dois extratos foram
inferiores as obtidas nos restantes extratos. As diferengas na preferéncia pelos diferentes extratos das
plantas e as diferengas de respostas a proteina e no olfatdmetro sem amostra mostram com claridade
que os individuos da mosca da fruta respondem de forma diferente consoante o sexo e o estado sexual.

No geral as fémeas virgens responderam mais do que as fémeas ndo virgens e mais do que os machos
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virgens mas também os individuos do mesmo sexo e estado sexual variam de forma diferente aos

extratos consoante a espécie de plantas.

Os potencial repelente de um composto € mais dificil de estabelecer que o potencial atrativo. No
geral, o nimero trabalhos publicados onde é testado o efeito repelente de um composto ou extrato em
insetos € muito inferior ao nimero de trabalhos onde é testado o efeito atrativo. Além de haver poucos
dados publicados sobre repeléncia, as resposta repelentes ou neutras sao dificeis de interpretar. Ao
contrario das respostas atractivas, ndo é facil de saber se quando um inseto ndo se dirige a uma
determinada amostra € porque nao gosta do composto ou porque |he é indiferente. Nos bioensaios de
atratividade/repeléncia de uma amostra em um olfatometro em forma de Y, é suposto que quando uma
amostra ¢ atrativa os insetos seguem o odor libertado pela amostra até ao brago onde ela esta [4, 135,
143]. Contrariamente, se uma amostra é repelente os insetos deverdo seguir a direcdo contraria a
concentragdes do odor, dirigindo-se assim para o brago sem amostra [4, 135, 143]. Se uma amostra ndo
tem qualquer efeito no comportamento dos insetos (amostra neutra), eles seguirdo ou ndo o odor até a
sua fonte de emissdo, ou seja, ao brago do olfatdmetro com amostra [4, 135, 143]. Neste trabalho, a
andlise de dispersdo de volateis dentro do olfactometro permite saber que no brago sem amostra, a
concentragdo dos volateis € 100 vezes inferior ao brago sem amostra pelo se a resposta no brago sem
amostra (negativa) for elevada e superior ao brago com amostra, esta indica que a amostra tem efeito
repelente. No presente estudo tal comportamento s6 foi observado nas fémeas néo virgens no extracto
da R. chalepensis sendo por isso este considerado o Unico extracto que pode ter potencialmente

compostos repelentes.

Ainda que as respostas positivas sdo importantes para elucidar um potencial atrativo/repelente
dos compostos volateis, o elevado numero de individuos de moscas da fruta que ndo responderam
independentemente do bioensaio e caracteristicas dos individuos (sexo, idade, estado sexual) também é
um aspecto importante a salientar. Este elevado numero sugere que nos bioensaios com mosca da fruta
0 numero de individuos a utilizar por bioensaio devera ser elevado. Neste trabalho o nimero total de
individuos utilizados por sexo e estado sexual foi de 45 individuos mas como cerca de 50 por cento ndo
responderam, os valores do nimero de individuos que responderam foram relativamente poucos pelo que
em futuros bioensaios deveria utilizar-se no minimo cerca de 100 insetos da mesma idade, sexo e estado
sexual. Nos bioensaios realizados o nimero de individuos utilizados tem variado entre os 50 e os 250

individuos por bioensaio [121, 124].

Apesar de ser necessario aplicar metodologias precisas no estudo comportamento dos insetos,
os resultados deste trabalho mostram que as plantas podem ter compostos volateis que podem ser Uteis
para o controlo da mosca da fruta. Os dados aqui apresentados sdo encorajadores quanto a necessidade

de realizar no futuro mais estudos sobre 0 comportamento da mosca da fruta.
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6. CONCLUSOES

Principais limitagoes e Prespetivas Futuras

Neste trabalho realizou-se pela primeira vez um estudo do comportamento dos insetos aos
extratos de cinco espécies de plantas e a proteina alimentar (FNI 210) num olfatometro em forma Y.
Apesar de Ldpez [4] ter analisado a resposta dos adultos de C. capitata aos volateis de plantas num
olfatémetro em forma de Y, esta é a primeira vez que se analisa qual o efeito que tem o método utilizado
no comportamento dos insetos por isso, foram analisadas ndo sé as carateristicas dos insetos (idade,
sexo, estado sexual, estado alimentar) como também as condi¢des dos bioensaios (tempo de duragao,
numero de individuos, nimero de repeticbes, efeito do brago onde foi colocada amostra). Esta
metodologia estandardizada podera vir a ser utilizada em trabalhos futuros o que permitird também fazer
uma analise comparativa com os resultados por nds obtidos embora, seja necessério aperfeigoar alguns
aspetos relacionados com a técnica utilizada para verificar de que forma se dispersam e concentram os

volateis no interior do olfatémetro.

Neste estudo verificou-se que a resposta dos insetos variou ndo s6 de acordo com as suas
préprias carateristicas como também de acordo com as condicbes dos bioensaios. Estes resultados
mostram que em trabalhos futuros a estandardizagdo das condigbes nas quais vao ser realizados os
bioensaios, geralmente pouco abordadas nos trabalhos de investigagéo, é essencial pois ndo sé afeta os

resultados como a sua interpretacéo.

O método utilizado na extracdo dos compostos volateis dos extratos das plantas foi 0 mais
adequado pois permitiu obter a composigéo volatil das plantas semelhante ao odor libertado quando no
meio ambiente. A utilizagdo de outros métodos que aplicam temperaturas elevadas ou solventes
organicos (ex. alcoois ou acetonas) poderia alterar a composigao do extrato o que provavelmente iria a
afetar a resposta dos insetos. No entanto, os extratos rapidamente perdem os seus compostos mais
volateis pelo que, seria conveniente que futuramente o comportamento dos insetos fosse estudado logo

apds as extragoes.

A analise da composi¢éo volatil da proteina FNI 210 e dos extratos das cinco espécies de
plantas mostrou que ambos tém muitos compostos potencialmente atrativos da mosca da fruta. No caso
das plantas muitos dos compostos encontrados como os alcoois, aldeidos, acetonas e monoterpenos séo
conhecidos por estimular uma resposta atrativa na mosca da fruta. No futuro seria interessante avaliar a
resposta da mosca da fruta a diferentes concentragbes dos mesmos extratos das plantas e dos

compostos individuais das mesmas com potencial atrativo utilizando além do olfatémetro outras técnicas
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como a do eletroantenograma. Além disso, seria igualmente interessante testar outras plantas de

composicdo volatil diferente as testadas com atividade repelente conhecida para outros insetos.

As respostas dos adultos de C. capiatata a proteina alimentar e aos extratos das plantas variou
de acordo com o sexo e estado sexual dos insetos. As respostas mais elevadas foram no geral,
encontradas nas fémeas virgens seguindo-se as fémeas n&o virgens e com menor nimero de respostas
0s machos virgens. As melhores respostas a proteina foram obtidas aos 8 dias de idade e em grupos de
5 e as piores respostas foram obtidas aos 20 dias de idade e em grupos de 20. No futuro sera importante
determinar em mais detalhe quais os efeitos que pode ter o estado nutricional nos resultados e se as
causas de uma uma percentagem elevada dos individuos ndo respondam sao intrinsecas (ex. genéticas)

ou devem-se a fatores externos.

As percentagens médias de respostas positivas das moscas aos extratos das plantas foram
inferiores as obtidas na proteina e superiores as obtidas no olfatdmetro sem amostra estes resultados
sugerem que a maior parte dos extratos séo atrativos, sendo o extrato de L. novocanariensis nos machos
virgens o Uinico que apresentou um potencial atrativo superior ao da proteina. A diferenca destes extratos,
o0 extrato de R. chalepensis parece ter potencial repelente para as fémeas néo virgens. No futuro seria
importante voltar a testar estes efeitos aumentando o nimero o total de individuos por extrato e analisar a

resposta os compostos individuos destas plantas através do eletroantenograma e em tineis de vento.
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Anexo 1: Composi¢do quimica da proteina alimentar FNI210 (Bio-Ingredientes LaLLEMAND) utilizada na
alimentagéo dos adultos (Chang, 2009).

Proteina FNI210

Aminoacido (g/100g) Vitaminas (mg/100g) Minerais (mg/100g) Proteina (%)
Alanina 6,7 Biotina 0,07 | Calcio 187 65-70
Arginina 3,9 | Acido Félico 2,8 | Cobre 1,2
Acido Aspartico 4,7 Inositiol 130 | Ferro 11,9
Acido Glutamico 6,4 Niacina 12,9 | Magnésio 70,6
Glicina 42 Acido Pantoténico 3.1 Manganés 2,2

(BS)
Histidina 3,1 Riboflavina (B2) 46 | Fosforo 876
Isoleucina 6,9 Tiamina (B1) 3,5 Potassio 1930
Leucina 1,7 Sadio 845
Lisina 7 Zinco 10,6
Metionina 2,7
Fenilalanina 6,3
Serina 5,6
Treonina 6,1
Tirosina 3,3
Triptofano 2,4
Valina 7,2
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Anexo 2: Respostas dos insetos a proteina alimentar FNI 210 obtidas na primeira repeticdo de cada um
dos bioensaios somadas de acordo com as condigdes dos insetos (sexo, estado sexual, idade e nimero
de individuos por grupo) e brago onde foi colocada a amostra (D=direito ou E=esquerdo) ao longo do
tempo (10, 20 ou 30 minutos). RP=resposta positiva, RN=resposta negativa e NR=n&o resposta.

Tempo (mint)
Condigdes dos Insetos Brago 10 20 30
Sexol Idade N.° por Olfact.
Est. Sex. (dias) Grupo clamostra RP RN NR RP RN NR RP RN NR
5 D 4 2 9 4 0 11 4 0 11
E 3 2 10 4 1 10 4 1 10
5 dias 10 D 5 7 18 7 7 16 7 5 18
E 7 4 19 9 6 15 10 6 14
15 D 12 1 32 12 1 32 12 2 31
E 12 4 29 14 5 26 14 6 25
5 D 7 0 8 8 0 7 9 0 6
E 4 0 11 4 0 11 5 0 10
8 dias 10 D 8 2 20 9 4 17 12 5 13
E 9 4 17 9 7 14 11 7 12
15 D 12 3 30 15 3 27 15 4 26
aNV E 8 5 32 12 6 27 16 6 23
5 D 4 0 11 5 0 10 4 1 10
E 2 0 13 4 0 11 4 0 11
14 dias 10 D 3 3 24 7 4 19 8 3 19
E 6 4 20 8 4 18 9 3 18
15 D 6 5 34 11 5 29 13 5 27
E 11 0 34 13 1 31 13 2 30
5 D 2 2 11 2 2 11 2 2 11
E 2 2 11 2 3 10 2 2 11
20 dias 10 D 3 1 26 6 0 24 5 0 25
E 5 0 25 6 2 22 6 2 22
15 D 9 6 30 8 5 32 8 5 32
E 10 2 33 9 5 31 8 3 34
5 D 7 2 6 9 2 4 9 2 4
E 7 3 5 7 4 4 8 4 3
5 dias 10 D 10 7 13 10 7 13 10 6 14
E 10 6 14 9 7 14 9 7 14
15 D 14 2 29 15 6 24 15 6 24
E 13 6 26 16 4 25 16 6 23
5 D 5 1 9 7 2 6 7 2 6
E 8 2 5 8 1 6 9 0 6
8 dias 10 D 13 2 15 15 4 11 12 7 11
E 9 2 19 11 2 17 13 3 14
15 D 14 3 28 16 1 28 17 1 27
ov E 16 1 28 14 4 27 15 3 27
5 D 9 1 5 8 1 6 8 2 5
E 6 3 6 6 4 5 5 2 8
14 dias 10 D 9 1 20 11 2 17 12 3 15
E 9 1 20 12 2 16 13 2 15
15 D 9 1 35 7 3 35 7 3 35
E 10 2 33 10 3 32 11 2 32
5 D 1 1 13 2 1 12 2 1 12
E 1 0 14 8 0 12 4 0 11
20 dias 10 D 3 3 24 3 4 23 3 3 24
E 3 1 26 4 B 23 6 3 21
15 D 5 3 37 2 6 37 5 4 36
E 3 2 40 10 2 33 7 5 33
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Anexo 2 (continuagdo): Respostas dos insetos a proteina alimentar FNI 210 obtidas na primeira
repeticdo de cada um dos bioensaios somadas de acordo com as condigdes dos insetos (sexo, estado
sexual, idade e numero de individuos por grupo) e brago onde foi colocada a amostra (D=direito ou
E=esquerdo) ao longo do tempo (10, 20 ou 30 minutos). RP=resposta positiva, RN=resposta negativa e
NR=n&o resposta.

Tempo (mint)

Condigdes dos Insetos Brago 10 20 30
Sexo/ Idade N.° por Olfact.
Est. Sex. (dias) Grupo clamostra RP RN NR RP RN NR RP RN NR
5 D 7 2 6 9 2 4 9 2 4
E 7 3 5 7 4 4 8 4 3
5 dias 10 D 8 8 14 10 6 14 11 6 13
E 11 4 15 9 6 15 9 6 15
15 D 14 4 27 16 2 27 17 1 27
E 12 1 32 12 B 30 13 2 30
5 D 8 2 5 8 1 6 9 0 6
E 6 1 8 8 1 6 9 1 5
8 dias 10 D 13 2 15 15 4 11 14 5 11
E 9 2 19 11 2 17 13 3 14
15 D 15 1 29 16 0 29 18 1 26
ONV E 16 1 28 13 5 27 14 5 26
5 D 6 3 6 6 3 6 7 4 4
E 6 1 8 7 2 6 6 2 7
14 dias 10 D 10 5 15 10 5 15 13 4 13
E 7 2 21 10 2 18 11 3 16
15 D 10 4 16 10 5 15 13 4 13
E 7 2 21 10 2 18 11 3 16
5 D 2 0 13 3 0 12 3 0 12
E 1 0 14 3 1 11 3 1 11
20 dias 10 D 4 0 26 3 2 25 4 2 24
E 2 4 24 3 5 22 4 4 22
15 D 4 3 38 5 4 36 6 3 36
E 5 2 38 4 3 38 4 5 36
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Anexo 3: Respostas dos insetos obtidas nos bioensaios com as plantas somadas de acordo com as
condigdes dos insetos (sexo, estado sexual) ao longo do tempo (10, 20 ou 30 minutos). RP=resposta
positiva, RN=resposta negativa e NR=n&o resposta.

Tempo (mint)

10 20 30
Tipo de
Bioensaios | Sexo/Est. | Amostra
Sex. [ noOffac. | pp NR RN RP NR RN RP NR RN
Branco 6 30 4 7 29 4 7 28 5
av Proteina 12 25 3 16 18 6 17 17 6
Extrato 10 27 3 10 27 3 11 26 3
Branco 9 17 14 9 17 14 9 17 14
R. chalepensis Qv Proteina 17 15 8 20 14 6 21 14 5
Extrato 13 17 10 16 13 11 15 14 11
Branco 5 31 4 5 31 4 5 32 3
ONV | Proteina 15 21 4 15 21 4 15 20 5
Extrato 6 23 11 7 20 13 8 19 13
Branco 7 30 3 8 30 2 7 30 3
av Proteina 17 21 2 20 19 1 20 19 1
Extrato 16 20 5 17 18 5 17 18 5
Branco 5 27 8 6 24 10 9 20 11
C. canariensis QV Proteina 15 19 6 21 12 7 21 12 7
Extrato 12 17 11 13 15 12 13 15 12
Branco 6 27 7 6 27 7 6 26 8
ONV | Proteina 15 24 1 17 22 1 18 21 1
Extrato 11 23 6 12 22 6 12 22 6
Branco 3 34 3 7 30 3 8 27 5
av Proteina 7 31 2 8 29 3 10 27 3
Extrato 15 22 4 17 20 4 17 17 7
Branco 12 18 10 13 17 10 13 17 10
E. globulus QV Proteina 18 16 6 22 12 6 24 1 5
Extrato 15 17 7 18 14 8 18 14 8
Branco 4 31 5 4 32 5 5 28 7
QNV | Proteina 12 24 3 19 19 2 22 17 1
Extrato 11 24 5 11 23 7 11 21 8
Branco 6 32 2 8 27 5 12 23 5
av Proteina 14 20 6 16 15 9 16 15 9
Extrato 13 26 1 19 18 3 19 18 3
Branco 10 23 7 10 22 8 10 22 8
novocafv'ariensis Qv Proteina 19 14 7 22 13 5 23 13 4
Extrato 9 21 8 15 15 10 15 14 11
Branco 6 25 9 8 24 8 9 23 8
QNV | Proteina 15 22 3 21 13 6 22 12 6
Extrato 12 22 6 18 17 5 19 15 6
Branco 4 31 5 4 31 5 4 31 5
av Proteina 16 20 3 21 16 2 22 15 2
Extrato 13 25 2 15 20 5 15 20 5
Branco 9 26 5 9 26 5 8 26 6
M. communis Qv Proteina 19 20 1 24 12 4 25 10 5
Extrato 14 20 6 18 15 7 19 12 9
Branco 5 32 3 5 27 8 5 26 9
ONV | Proteina 13 21 6 17 20 3 19 18 3
Extrato 12 21 6 14 19 7 14 20 6
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Anexo 4:Andlise estatistica sobre a resposta positiva, negativa e nao resposta dos insetos a proteina

alimentar apds trés repeticbes do mesmo bioensaio.

Interagoes entre Variaveis SS d.f. F Valor
dep

Respostas Positivas
Correcgao do modelo 2,7x10° 323 6,442 0,000
Intercepgéo 1,5x108 1 11647,197 0,000
Repeticoes 46,308 2 0,177 0,838
Repeticdes*Sexo 98,062 2 0,375 0,687
Repetices*Estado Sexual 6,653 2 3,326 0,975
Repeticdes*Idade 1573,697 6 1,555 0,156
Repeticées*NUmero de individuos por grupo 1146,113 4 2,191 0,068
Repeticbes*Tempo 355,258 4 0,679 0,607
Repeticdo*Sexo*Idade 1419,290 6 1,808 0,094
Repeticdo*Sexo* Nimero de individuos por grupo 989,866 4 1,886 0,110
Repeticdo*Sexo *Tempo 99,417 4 1,90 0,944
Repeticdo*Estado Sexual*ldade 612,346 6 0,780 0,585
Repeticoes*Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo 150,960 4 0,289 0,886
Repeticdo*Estado Sexual *Tempo 110,065 4 0,210 0,933
Repeticdo*ldade*Numero de Individuos por grupo 2810,875 12 1,786 0,055
Repeticdo*ldade*Tempo 793,179 12 0,505 0,912
Repeticdo* Nimero de Individuos por grupo*Tempo 534,385 8 0,511 0,849
Repeticdo*Sexo*ldade* Numero de Individuos por grupo 2045,370 12 1,303 0,210
Repeticdo * Sexo * Idade* Tempo 938,992 12 0,598 0,845
Repeticdo*Sexo*Numero de Individuos por grupo*Tempo 100,686 8 0.96 0,999
Repeticdo*Estado Sexual*Numero de Individuos por
grupo*Tempo 177,846 8 0,170 0,995
Repeticdo*ldade*Numero de Individuos por grupo*Tempo 3060,433 24 0,975 0,497
Repeticdo*Sexo *Idade*Numero de Individuos por grupo*Tempo 771193 24 0.246 1
Repeticdo*Estado Sexual*ldade*Numero de Individuos por
grupo*Tempo 598,148 24 0,191 1
Erro 2,1x105 | 1620
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Anexo 4 (continuagdo): Andlise estatistica sobre a resposta positiva, negativa e nao resposta dos
insetos a proteina alimentar apos trés repeticdes do mesmo bioensaio.

Interagoes entre Variaveis SS d.f. F Valor
dep

Respostas Negativas
Correcgdo do modelo 8.8x10¢ | 323 2428 | 0,000
Intercepgao 1,8¢108 1| 1631505 | 0,000
Repetigoes 612487 | 2 | 2701 0,067
Repetigoes™Sexo 450429 | 2 1,986 | 0,138
Repetigdes*Estado Sexual 442,027 2 1,949 0,143
Repetigoes'ldade 51949 | 6 0764 | 0599
Repeti¢coes*Nimero de individuos por grupo 2617,223 4 5,770 0,000
Repetigoes™Tempo 53243 | 4 0117 | 0976
Repetigao”Sexoldade 1226320 | 6 1,803 | 0,095
Repeticdo*Sexo* Nimero de individuos por grupo 255,796 4 0,564 0,689
Repeticdo*Sexo *Tempo 94,890 4 0,209 0,933
Repeticdo*Estado Sexual*ldade 943,296 6 1387 0,216
Repeticoes*Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo 150257 4 0,331 0,857
Repeticdo*Estado Sexual *Tempo 23817 4 0,053 0,995
Repeticao*ldade*Numero de Individuos por grupo 4451,943 12 3,272 0,000
Repetigao’ldade"Tempo 458631 | 12 0337 | 0,982
Repeticdo* Nimero de Individuos por grupo*Tempo 1022,878 8 1128 0,341
Repeti¢ao*Sexo*ldade* Nimero de Individuos por grupo 4808,813 12 3,534 0,000
Repeticao * Sexo * Idade* Tempo 647 497 12 0,476 0,930
Repeticdo*Sexo*Numero de Individuos por grupo*Tempo 108,608 8 0,120 0,998
Repeticdo*Estado Sexual*Numero de Individuos por
grupo*Tempo 216,152 8 0,238 0,984
Repeticdo*ldade*Numero de Individuos por grupo*Tempo 1532,282 24 0,563 0,956
Repeticdo*Sexo *Idade*Numero de Individuos por grupo*Tempo 1197154 24 0,440 0,992
Repeticdo*Estado Sexual*ldade*Numero de Individuos por
grupo*Tempo 317,524 24 0,117 1
Erro 1,8x105 | 1620
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Anexo 4 (continuagdo): Analise estatistica sobre a resposta positiva, negativa e nao resposta dos
insetos a proteina alimentar apos trés repeticdes do mesmo bioensaio.

Interagdes entre Variaveis SS d.f. F Valor
dep

Nao Respostas
Correcgao do modelo 4.4x108 323 6,132 0,000
Intercepgéo 6,6x108 1 | 29619,437 0,000
Repeticdes 432,963 2 0,964 0,381
Repeticoes*Sexo 112,242 2 0,250 | 0,779
Repeticbes*Estado Sexual 318,752 2 0,710 0,492
Repeticdes*ldade 1538,559 6 1,142 0,335
Repeticdes*Numero de individuos por grupo 488,262 4 0,544 0,704
Repeticdes*Tempo 457 442 4 0,509 0,729
Repetigao*Sexo*ldade 4262,258 6 3,164 | 0,004
Repeticao*Sexo* Numero de individuos por grupo 1426,012 4 1,588 0,175
Repeticdo*Sexo *Tempo 233,031 4 0,260 0,904
Repeticao*Estado Sexual*ldade 1533335 6 1,138 0,337
Repeticoes*Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo 459 818 4 0512 0,727
Repeticao*Estado Sexual *Tempo 98,827 4 0,110 0,979
Repeticdo*ldade*Numero de Individuos por grupo 4408,610 12 1,636 0,075
Repetigao®ldade Tempo 710,842 12 0,264 | 0,994
Repeticéo* Nimero de Individuos por grupo*Tempo 1758,907 8 0,979 0,450
Repeti¢ao*Sexo*ldade* Nimero de Individuos por grupo 6063,914 12 2,252 0,008
Repeticdo * Sexo * Idade* Tempo 1526969 12 0,567 0,870
Repeticdo*Sexo*Numero de Individuos por grupo*Tempo 270784 8 0,151 0,997
Repeticdo*Estado Sexual*Numero de Individuos por
grupe*Tempo 1143,244 12 0,424 0,955
Repeticao*ldade*Nimero de Individuos por grupo*Tempo 248 809 12 0,092 1
Repeticdo*Sexo *Idade*Numero de Individuos por grupo*Tempo 3481118 24 0,646 0,904
Repeticdo*Estado Sexual*ldade*Numero de Individuos por
grupo*Tempo 921,321 24 0,171 1
Erro 3,6x105 | 1620
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Anexo 5: Comparagéo dos valores médios das percentagens de respostas positiva, negativa e ndo respostas dos
machos e fémeas virgens (V) e néo virgens (NV) a proteina alimentar em cada uma das trés repeticdes. Os valores
médios foram calculados para bioensaios com individuos do mesmo sexo, estado sexual, idade e mesmo nimero
de individuos por grupo. Vermelho: Valor médio mais alto encontrado dentro de cada repeti¢io; Negrito: valor médio mais
baixo encontrado dentro de cada repeticdo

Sexo Idade N.° Individuos Valores médios Por Repeticdo
por Grupo Resposta Positiva Resposta Negativa Néo Respostas
1° 2° 3° 1° 2° 3° 1° 2° 3
5 5 255 211 36,7 10,0 7.8 68,9 55,6
6,7 67,8
10 172 | 278 12,8 17,2 70,0 55,0
244 20,0 55,6
15 293 | 248 178 16,3 52,9 58,9
289 7,0 63,9
8 5 411 36,7 144 144 444 489
411 144 58,9
10 328 | 350 6,7 1,7 60,6 53,3
av 32,2 16,1 51,7
15 315 | 322 7.8 37 60,8 64,0
289 10,37 60,8
14 5 21,1 17,8 4.4 4.4 744 77,8
25,6 1,95E-14 73,3
10 256 | 244 20,0 13,3 54,4 62,2
22,8 11,7 65,6
15 237 | 241 52 2,2 711 73,6
25,1 6,7 68,1
20 5 244 15,6 8,9 6,7 66,7 778
13,3 14,4 72,2
10 17,2 16,1 39 4.4 78,9
17,2 2,8 80,0 794
15 229 16,7 6,3 8,9 70,8 745
19,2 9,6 711
5 5 40,0 | 444 32,2 233 32,2
52,2 18,9 28,9 28,9
10 36,7 16,67 16,7 46,7
33,3 37,2 211 456 46,1
15 333 | 315 111 12,6 554 55,8
32,9 111 55,9
8 5 456 | 444 14,4 8,9 40,0 478
45,6 8,9 45,6
10 406 | 372 13,3 12,8 46,1 50,0
Qv 40,6 10,6 489
15 377 | 344 29 59 59,7
35,2 438 59,9 60,0
14 5 40,0 | 389 18,9 22,2
46,7 144 389 411 38,9
10 372 | 350 11,1 13,9
36,7 6,1 57,2 517 51,1
15 24,1 22,9 72,2 72,4
20,0 52 37 44 74,7
20 5 12,2 18,9 58,9
144 33 10,0 22,2 82,2 778
10 133 111 12,2 8,3 744 80,6
12,2 94 78,3
15 134 15,2 4.4 89 819 75,9
129 7,0 80,6
5 5 389 | 456 32,2 23,3 289 31,1
52,2 18,9 289
10 36,1 36,1 15,0 15,6 489 483
32,2 20,0 478
15 36,7 | 348 2,9 56 60,3 59,7
311 438 64,1
8 5 46,7 | 500 14,4 8,9 389
53,3 6,7 40,0 M1
10 394 | 372 144 12,8 46,1 50,0
ONV 41,7 10,0 48,3
15 352 | 36,7 19 4.8 63,3 58,4
34,1 438 61,1
14 5 47,8 | 40,0 56 56 46,7 54.4
422 12,8 45,0
10 31,7 | 339 6,1 58,9 60,0
339 11,7 94 544
15 244 | 255 37 70,0
23,3 438 48 7,7 718
20 5 133 11,1 11,1 75,6 733
16,7 2,2 15,6 81,1
10 15,0 111 11,1 73,9 81,1
111 94 78 794
15 13,0 11,8 804 80,3
10,7 74 6,7 78 82,0
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Anexo 6: Andlise estatistica sobre a resposta positiva e negativa dos insetos a proteina alimentar de acordo com o
brago do olfatémetro.

Variaveis/Interagoes SS d.f. F Valor de p
Respostas Positivas
Correcgdo do modelo 1,15x105 215 3,875 0,000
Intercepgao 5,14x105 1 3710,247 0,000
Bragos Olfatémetro 235,534 1 1699 0,193
Bragos do Olfac.*Sexo 5787 1 0,042 0,838
Bragos do Olfac.*Estado Sexual 305,581 1 2.204 0,138
Bragos do Olfac.*ldade 907,242 3 2,181 0,090
Bragos do Olfac.*Numero de Individuos por grupo 612,631 9 2,209 0111
Bragos do Olfac.*Tempo 62,083 9 0.224 0,799
Bragos do Olfac.*Sexo*Idade 1245,962 3 2,995 0,031
Bragos do Olfac.*Sexo*Niimero de individuos por grupo 847,685 2 3,057 0,048
Bragos do Olfac.*Sexo*Tempo 65,895 9 0,238 0,789
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*ldade 587,037 3 1413 0,238
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*Numero de individuos por
grupo 27,829 2 0,100 0,905
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*Tempo 43570 9 0.157 0,855
Bragos do Olfac.*ldade* Numero de Individuos por grupo 861,397 6 1035 0.401
Bragos do Olfac.*ldade*Tempo 239,243 6 0,288 0,943
Bragos do Olfac.*Numero de Individuos por grupo*Tempo 231367 4 0417 0,796
Bragos do Olfac.*Sexo*ldade* Tempo 290,072 6 0,349 0,911
Bragos do Olfac.*Sexo*Numero de Individuos por grupo*Tempo 248 457 4 0,448 0.774
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*ldade* Numero de
Individuos por grupo* 1962,912 6 2,360 0,030
Bragcos do Olfac.*Estado Sexual * NUmero de Individuos por
grupo*Tempo 442,067 12 0,266 0,994
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*ldade* Tempo 113.220 6 0,136 0,992
Bragos do Olfac.* Idade* Numero de Individuos por
grupo*Tempo 442,067 12 0,266 0,994
Bragcos do Olfac.*Sexo*ldade*Numero de Individuos por
grupo*Tempo 389,403 12 0,234 0,997
Bragos do Olfac.” Estado Sexual * Idade*Numero de Individuos
por grupo*Tempo 228,292 12 0,137 1
Erro 59x10¢ | 432
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Anexo 6 (continuagao): Andlise estatistica sobre a resposta positiva e negativa dos insetos & proteina alimentar de
acordo com o brago do olfatémetro.

Variaveis/Interagoes SS d.f. F Valor de p
Respostas Negativas
Correcgao do Modelo 3,0x104 215 1,622 0,000
Intercepgéo 52439,649 1| 594,996 0,000
Bragos Olfatémetro 75,589 1 0,858 0,355
Bragos do Olfac.*Sexo 14815 1 0,168 0,682
Bragos do Olfac.*Estado Sexual 0,926 1 011 0,918
Bragos do Olfac.*ldade 683,145 3 2,584 0,053
Bragos do Olfac.*Numero de Individuos por grupo 74,223 9 0,421 0,657
Bragos do Olfac.*Tempo 236,123 9 1340 0,263
Bragos do Olfac.*Sexo*Idade 845,267 3 3197 0,023
Bragos do Olfac.*Sexo*NUmero de individuos por grupo 190,741 9 1,082 0,340
Bragos do Olfac.*Sexo*Tempo 131,019 9 0,743 0,476
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*ldade 1164,712 3 4,405 0,005
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*NUmero de individuos por
grupo 36,574 2 0,207 0,813
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*Tempo 189,506 9 1075 0,342
Bragos do Olfac.*ldade* Numero de Individuos por grupo 1363,409 6 2,578 0,018
Bragos do Olfac.*ldade*Tempo 333,059 6 0,630 0,706
Bragos do Olfac.*Numero de Individuos por grupo*Tempo 61545 4 0175 0,951
Bragos do Olfac.*Sexo*ldade* Tempo 143 467 6 0.271 0,950
Bragos do Olfac.*Sexo*Numero de Individuos por grupo*Tempo 25926 4 0,074 0,990
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*ldade* Numero de Individuos
por grupo* 750,257 6 1,419 0,206
Bragos do Olfac.*Estado Sexual * Numero de Individuos por
grupo*Tempo 156,790 4 0,445 0,776
Bragos do Olfac.*Estado Sexual*ldade* Tempo 197,942 6 0,374 0,895
Bragos do Olfac.* Idade* Numero de Individuos por
grupo*Tempo 445542 12 0,421 0,955
Bragos do Olfac.*Sexo*ldade*NUmero de Individuos por
grupo*Tempo 286,008 12 0,270 0,993
Bragos do Olfac.* Estado Sexual * Idade*Numero de Individuos
pOr grupo*Tempo 356,996 12 0,338 0,982
Erro 3,8x10¢ 432
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Anexo 7: Comparagao dos valores médios das percentagens de respostas positiva e negativa dos machos virgens
e fémeas virgens (V) e néo virgens (NV) a proteina alimentar de acordo com o brago do olfatémetro onde foi
colocado o atrativo. Os valores médios foram calculados para bioensaios com individuos do mesmo sexo, estado
sexual, idade e mesmo numero de individuos por grupo. Vermelho: Valores médios com grande diferenga entre o brago
esquerdo e o0 brago direito.

Sexo Idade N.° Individuos por Valores médios Por Repeticao
Grupo Resposta Positiva Resposta Negativa
D E D E
5 5 244 8,9
26,7 44
10 178
20,0 28,9 222
15 296 11,1
28,1 29
8 5 289 0,0
53,3 0,0
10 32,2 20,0
av 32,2 12,2
15 13,3
289 28,9 74
14 5 222 3,6E-015
289 2,2
10 256 12,2
20,0 111
15 28,1 2,2
22,2 11,1
20 5 15,6 15,6
11,1 13,3
10 18,9 44
15,6 1,1
15 74
18,5 20,0 118
5 5 489 24,4
55,6 13,3
10 22,2
35,6 31,1 20,0
15 11,8
32,6 333 104
8 5 55,6 6,7
35,6 1.1
10 36,7 6,7
QV 444 14,4
15 333 59
37,0 3,7
14 5 37,8 20,0
55,6 8,9
10 378 5.6
35,6 6,7
15 229 52
17,0 52
20 5 17,8 0,0
111 6,7
10 14,4 78
10,0 111
15 14,8 6,7
11,1 74
5 5 489 24,4
55,6 13,3
10 344 178
30,0 222
15 274 44
348 52
8 5 51,1 6,7
55,6 6,7
10 36,7 78
ONV 46,7 12,2
15 31,8 8,1
36,3 1,5
14 5 422 78
422 17,8
10 8,9
36,7 31,1 144
15 244 44
22,2 52
20 5 15,6 44
178 9,7E-015
10 10,0 144
12,2 4.4
15 7.4
11,1 104 74
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Anexo n.°8: Analise estatistica obtida pelo teste de Mantel-Haenszel comparando o nimero de respostas positivas dos insetos a proteina alimentar entre o brago direito e o brago esquerdo
de machos virgens com fémeas virgens e de fémeas virgens com fémeas n&o virgens de acordo com a sua idade e numero de individuos por grupo.

Grupos Idade (dias) | Variaveis/ 10 Minutos 20 Minutos 30 Minutos
Respostas Chi-Squared df Asymp.sig Chi-Squared df Asymp.sig Chi-Squared df Asymp.sig
(2-sided) (2-sided) (2-sided)
5 5 QA VIV 0,118 1 0,731 0,147 1 0,701 0,036 1 0,849
Q2 VINV 0,890 1 0,641 0,16 1 0,898 0,060 1 0,806
8 QaVIV 0,205 1 0,651 0,896 1 0,344 0,050 1 0,823
QQ VINV 0,196 1 0,658 0,039 1 0,843 0,331 1 0,565
14 QaVIV 0,042 1 0,838 0,000 1 1 0,035 1 0,851
QQ VINV 0,016 1 0,901 0,109 1 0,741 0,028 1 0,868
20 QA VIV 0,000 1 1 0,778 1 0,378 0,001 1 0,975
Q2 VINV 0,034 1 0,854 0,013 1 0,909 0,007 1 0,933
10 5 QA VIV 0,371 1 0,542 0,089 1 0,766 0,042 1 0,838
QQVINV 0,232 1 0,630 0,000 1 1 0,050 1 0,823
8 QaVIV 0,000 1 1 0,096 1 0,757 0,123 1 0,726
Q QVINV 0,000 1 1 0,023 1 0,880 0,003 1 0,954
14 QaVIV 0,183 1 0,668 0,067 1 0,796 0,000 1 1
Q QVINV 0,045 1 0,833 0,147 1 0,702 0,151 1 0,697
20 QaVIV 0,054 1 0,816 0,000 1 1 0,350 1 0,554
QQVINV 0,122 1 0,727 0,069 1 0,792 0,055 1 0,814
15 5 QA VIV 0,254 1 0,614 0,231 1 0,631 0,273 1 0,601
QQVINV 0,114 1 0,735 0,371 1 0,542 0,270 1 0,603
8 QI VIV 0,031 1 0,860 0,091 1 0,763 0,079 1 0,779
Q QVINV 0,172 1 0,678 0,000 1 0,989 0,149 1 0,700
14 QaVIV 0,161 1 0,688 0,008 1 0,929 0,082 1 0,774
Q QVINV 0,327 1 0,568 0,000 1 1 0,72 1 0,788
20 QaVIV 0,038 1 0,845 0,03 1 0,955 0,100 1 0,752
QQ VINV 0,026 1 0,871 0,098 1 0,754 0,100 1 0,752

Maria Sousa

Tese de Mestrado

165




Anexos

2013

Anexo n.°9:Andlise estatistica obtida pelo teste de Mantel-Haenszel comparando o niumero de respostas negativas dos insetos a proteina alimentar entre o brago direito e o brago esquerdo

de machos virgens com fémeas virgens e de fémeas virgens com fémeas n&o virgens de acordo com a sua idade e numero de individuos por grupo.

Grupos Idade (dias) | Variaveis/ 10 Minutos 20 Minutos 30 Minutos
Respostas Chi-Squared df Asymp.sig Chi-Squared df Asymp.sig Chi-Squared df Asymp.sig
(2-sided) (2-sided) (2-sided)
5 5 QI VIV 0,010 1 0,922 2,861 1 0,091 0,012 1 0,914
Q2 VINV 0,094 1 0,759 0,100 1 0,752 0,100 1 0,752
8 QAVIV 0,177 1 0,674 0,063 1 0,801 0,020 1 0,888
Q2 VINV 0,198 1 0,656 0,194 1 0,660 1,795 1 0,180
14 Q3 VIV 0,031 1 0,860 0,027 1 0,869 0,049 1 0,824
Q2 VINV 0,098 1 0,755 0,118 1 0,731 0,194 1 0,660
20 QA VIV 0,090 1 0,765 0,000 1 1 0,101 1 0,750
Q2 VINV 0,094 1 0,759 0,063 1 0,802 0,156 1 0,693
10 5 QAVIV 0,141 1 0,707 0,007 1 0,932 0,016 1 0,898
QQVINV 0,218 1 0,641 0,095 1 0,758 0,039 1 0,843
8 QAVIV 0,000 1 1 0,045 1 0,833 0,062 1 0,803
QQVINV 0,000 1 1 0,127 1 0,721 0,200 1 0,655
14 Q3 VIV 0,255 1 0,613 0,255 1 0,613 0,287 1 0,592
QQVINV 0,036 1 0,850 0,236 1 0,627 0,093 1 0,760
20 QA VIV 0,000 1 1 0,254 1 0,614 0,254 1 0,614
QVINV 0,000 1 1 0,172 1 0,678 0,172 1 0,678
15 5 QA VIV 0,069 1 0,793 0,027 1 0,870 0,126 1 0,723
QQVINV 0,218 1 0,640 0,383 1 0,536 0,49 1 0,824
8 QA VIV 0,203 1 0,653 0,476 1 0,490 0,433 1 0,511
QQVINV 0,000 1 1 0,476 1 0,490 0,39 1 0,843
14 QAVIV 0,147 1 0,702 0,236 1 0,627 0,011 1 0,917
QRVINV 0,225 1 0,635 0,015 1 0,904 0,318 1 0,573
20 QA VIV 0,050 1 0,823 0,015 1 0,903 0,187 1 0,666
Q2 VINV 0,050 1 0,823 0,211 1 0,646 0,187 1 0,666
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Anexo 10: Analise estatistica da resposta positiva dos insetos a proteina alimentar.
Variaveis/Interagoes SS d.f. F Valor de p
Correcgao do Modelo 1,15x10° 215 3,875 0,000
Intercepgéo 5,14x10% 1 3710,247 0,000
BT 3503,784 2 12,635 0,000
Tempo’Sexo 72,685 2 0,262 0,70
Tempo*Estado Sexual 27 829 2 0.100 0.905
Tempo’ldade 480,304 6 0577 0,748
Tempo*NUmero de individuos por grupo 304.070 4 0.548 0.700
Tempo’Sexoldade 735,545 6 0,884 0,506
Tempo*Sexo* Numero de individuos por grupo 145 370 4 0.262 0.902
Tempo*Estado Sexual*ldade 174.228 6 0.209 0.974
Tempo*Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo 188.992 4 0.341 0.850
Tempo*ldade * NUmero de individuos por grupo 707.727 12 0.425 0.953
Tempo*Sexo*ldade * Numero de individuos por grupo 745165 12 0.448 0.943
Tempo*Estado Sexual*ldade * Numero de individuos por
grupo 174,383 12 0,105 1
S 4602,083 1 33,192 0,000
Sexo’ldade 4178,884 3 10,047 0,000
Sexo*Numero de individuos por grupo 3334.722 2 12.026 0.000
Sexo*ldade*Numero de individuos por grupo 2886.471 6 3.470 0.002
Esizdn s 0,026 1 0,000 0,989
Estado Sexual*ldade 956.867 3 0.618 0.604
Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo 111163 9 0.401 0.670
Estado Sexual*ldade*Numero de individuos por grupo 687809 6 0.827 0.550
L 50249,583 3 12,808 0,000
Numero de individuos por grupo 10243.221 2 36.939 0.000
Idade* Nimero de individuos por grupo 4055.133 6 4875 0.000
Erro 5,9x104 432
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Anexo 11: Andlise estatistica da resposta negativa dos insetos & proteina alimentar.

Variaveis/Interagoes SS d.f. F Valor de p
Correcgao do Modelo 3,0x104 215 1,622 0,000
Intercepgéo 52439,649 1 594,996 0,000
Tempo 312,391 2 1,772 0,171
Tempo*Sexo 25,154 2 0,143 0,867
Tempo*Estado Sexual 15,638 2 0,085 0,915
Tempo*ldade 202,286 6 0,383 0,890
Tempo*NUmero de individuos por grupo 269,227 2 1,340 0,263
Tempo*Sexo*ldade 161,265 6 0,305 0,934
Tempo*Sexo* Numero de individuos por grupo 80,864 4 0,229 0,922
Tempo*Estado Sexual*ldade 183,745 6 0,347 0,911
Tempo*Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo 148,868 4 0,422 0,793
Tempo*ldade * NUmero de individuos por grupo 724,734 12 0,685 0,766
Tempo*Sexo*ldade * Numero de individuos por grupo 469,753 12 0,444 0,945
Tempo*Estado Sexual*ldade * NUumero de individuos por 381,379 12 0,361 0,976
grupo
Sexo 156,481 1 1,775 0,183
Sexo*ldade 1034,877 3 3,914 0,009
Sexo*Numero de individuos por grupo 1162,963 3 3,914 0,002
Sexo*ldade*Nuimero de individuos por grupo 3886,420 6 7,349 0,000
Estado Sexual 41,152 1 0,467 0,495
Estado Sexual*ldade 185,391 3 0,701 0,552
Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo 138,323 2 0,785 0,457
Estado Sexual*ldade*Numero de individuos por grupo 366,615 6 0,693 0,655
Idade 3883,602 3 3,914 0,009
Numero de individuos por grupo 3285,471 2 18,639 0,000
Idade* Nimero de individuos por grupo 3495,187 6 6,610 0,000
Erro 3,8x104 432
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Anexo 12: Andlise estatistica da ndo resposta dos insetos a proteina alimentar.

Variaveis/Interagoes SS d.f. F Valor de
p

Correcgao do Modelo 1,6x10% 215 3,641 0,000
Intercepgao 2,2x108 1 10486,521 0,000
Tempo 5898,388 2 13,685 | 0,000
Tempo®Sexo 14,969 2 0035 | 0,966
Tempo*Estado Sexual 54.372 2 0,126 0,882
Tempo'idade 819,366 6 063 | 0,703
Tempo*NUmero de individuos por grupo 425,789 4 0,494 0,740
Tempo™Sexoridade 1024,130 6 0792 | 0577
Tempo*Sexo* Numero de individuos por grupo 157716 4 0,183 0,947
Tempo*Estado Sexual*ldade 280,813 6 0217 0,971
Tempo*Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo 125 874 4 0,146 0,965
Tempo*Idade * NUimero de individuos por grupo 614,740 12 0,238 0,996
Tempo*Sexo*ldade * Numero de individuos por grupo 1346,037 12 0,520 0,902
Tempo*Estado Sexual*ldade * Numero de individuos por
grupo 698,200 12 0,270 0,993
Sexo 6463,521 1 29,992 | 0,000
Sexo’ldade 8948,007 3 13,840 | 0,000
Sexo*Numero de individuos por grupo 8027,181 2 18,624 0,000
Sexo*ldade*Numero de individuos por grupo 6677,542 6 1112,924 0,000
Estado Sexual 43,236 1 0201 | 0654
Estado Sexual*ldade 365,08 3 0,565 0,639
Estado Sexual* Nimero de individuos por grupo 106,842 9 0,248 0,781
Estado Sexual*ldade*Numero de individuos por grupo 956,121 6 0,739 0,618
Idade 64519,509 3 99,794 | 0,000
Numero de individuos por grupo 13619,716 2 31,599 0,000
Idade* Nimero de individuos por grupo 6087,454 6 4,708 0,000
Erro 9,3x104 432

Maria Sousa Tese de Mestrado 169




Anexos

2013

Anexo 13: Variagao das condi¢des ambientais (temperatura (T°C), percentagem de humidade (%) e luminosidade
(lux)) registadas sempre no inicio de cada bioensaio com proteina alimentar.
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Anexo 14: Variagao das condi¢des ambientais (temperatura (T°C), percentagem de humidade (%) e luminosidade
(lux)) registadas sempre no inicio de cada bioensaio com branco do olfatémetro, proteina alimentar e extratos das

planta.
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