Associagio
uuuuuuuuuu
ul

Actas Portuguesas

de Horticultura

VI Cologuio Nacional
- Producao de

Pequenos Frutos

Oeiras, 2021

2022

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv
uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu



VI Coléquio Nacional da Produgdo de Pequenos Frutos

Ficha Técnica:

Titulo: VI Coldéquio Nacional da Produgdo de Pequenos Frutos
Colegdio: Actas Portuguesas de Horticultura ne 35
Propriedade e Edigdo: Associagdo Portuguesa de Horticultura
Editores:

Ana Cristina Ramos

Maria da Graga Palha

Pedro Bras de Oliveira
Composigdo e Grafismo: Francisco Barreto
Grafismo da capa: Paulo Jorge de Jesus Carvalho
ISBN: 978-972-8936-42-6

Data de publicagao: dezembro, 2022

Actas Portuguesas de Horticultura n2 35



VI Coléquio Nacional da Producgdo de Pequenos Frutos

Sessdo IV — Sanidade Vegetal
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Resumo

O setor de atividade correspondente aos pequenos frutos é um dos que mais
contribui para as exportacdes portuguesas. Em 2018, o valor exportado de framboesas
ultrapassou os 164 milhdes de euros. Uma das pragas mais importantes e com maior
impacto para a producao de pequenos frutos é a Drosophila suzukii. Neste contexto, este
trabalho teve como objetivo caraterizar os compostos volateis da framboesa (Rubus
idaeus var. Amira) e avaliar a sua atragdo em D. suzukii.

Os compostos volateis foram isolados de framboesas inteiras, por microextracédo
em fase so6lida (SPME) e por hidrodestilagdo. O a-pineno, o a-felandreno ¢ a a-ionona
foram os componentes dominantes nos volateis isolados por SPME. No dleo essencial,
obtido por hidrodestilacdo, 0os componentes maioritarios foram a trans-p-ionona e a
a-ionona. A composicao volatil mostrou semelhancas com o referido na literatura para
estes frutos.

Para avaliar o poder de atracdo e seletividade destes compostos em D. suzukii,
realizou-se um ensaio de campo numa plantacdo de framboesas com 5 iscos diferentes
em armadilha Lasa Os iscos utilizados foram: (i) hidrolato (dgua destilada muito
aromatica obtida durante a hidrodestilacdo), (ii) gua de decoccdo resultante da
hidrodestilagdo das framboesas, (iii) vinagre da Mendes Gongalves (fabricado
propositadamente pela empresa e que € utilizado habitualmente pelos produtores), (iv) o
hidrolato em conjunto com o vinagre (v) e a dgua de decocg¢ao em conjunto com o vinagre.
Os resultados do ensaio demonstram que a armadilha menos eficaz foi a que utilizou s6
o hidrolato. A armadilha que utilizou a 4gua de decocg¢do em conjunto com o vinagre da
Mendes Gongalves, foi a que capturou mais insetos nos trés tuneis, e nas trés semanas
que durou o ensaio.

Palavras chave: SPME, hidrodestilacdo, iscos, armadilha Lasa

Abstract
Volatile compounds of Rubus idaeus L. and their use as attractants in the

capture of Drosophila suzukii

The berries market is very important for Portuguese exports. In 2015, the exported
value of raspberries exceeded 85 million euros. One of the most important and impacting
pests for berries production is Drosophila suzukii. The present study aimed at
characterizing raspberry (Rubus idaeus var. Amira) volatile compounds and to evaluate
their attraction in D. suzukii.

The volatiles were isolated from intact raspberries by solid phase microextraction
(SPME) and by hydrodistillation. o-Pinene, a-phellandrene and a-ionone were the
dominant components isolated by SPME. trans-p-ionone and a-ionone were the main
essential oil compounds. The volatile composition showed similarities with that reported
in the literature for these fruits.

To evaluate the attractiveness and selectivity of these compounds in D. suzukii, a
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field trial was carried out in a raspberry plantation with 5 different baits in a Lasa trap.
The baits used were: (i) the hydrolate (highly aromatic distilled water obtained during
hydrodistillation), (ii) the raspberry decoction water, (iii) Mendes Gongalves vinegar
(produced on demand by the company and commonly used by producers), (iv) the
hydrolate in combination with the vinegar (v) the decoction water in combination with
the vinegar. The least effective trap was the one that used only the hydrolate. The trap
that used the decoction water in combination with Mendes Gongalves vinegar, was the
one that captured the largest number of insects in the three tunnels and in the three weeks
of the trial.

Keywords: SPME, hydrodistillation, baits, Lasa trap

Introducéo

A framboeseira (Rubus idaeus L.) é uma espécie da familia das Rosaceae, género
Rubus, que inclui plantas herbéaceas, perenes e bienais e que estd subdividido em 12
subgeéneros. As framboesas estdo incluidas no subgénero Idaeobatus (Oliveira, 2007).

A framboeseira vermelha floresce no Verdo, apds um ano de crescimento
vegetativo e de passar por um periodo de dorméncia durante o Inverno. No entanto, existe
um grupo de framboeseiras vermelhas que possui como caracteristica particular, a de
florir nos lancamentos do ano durante o fim do Verdo principio do Outono — a
framboeseira remontante, como € o caso da variedade “Amira” (Oliveira, 2007).

O aumento da procura pelos pequenos frutos e as condi¢cdes edafocliméticas do
nosso pais (principalmente a regido do Sudoeste Alentejano) tém provocado o
crescimento das plantaces de pequenos frutos. Segundo os dados mais recentes do
Instituto Nacional de Estatistica (2019) a area plantada de pequenos frutos em 2018 ja
ultrapassava os 3 500 ha.

Em 2018, o valor exportado de framboesas ultrapassou os 164 milhdes de euros
(GPP 2019) e o valor exportado de pequenos frutos no geral representou cerca de 200
milhGes de euros, sendo uma das areas da horto-fruticultura que mais contribui para as
exportacdes portuguesas.

Até ha bem pouco tempo, as drosoéfilas, ou moscas-do-vinagre, eram aqueles
insetos-sentinela que regularmente povoam o ambiente doméstico, alertando-nos para a
presencga de frutos “tocados”, ou os insetos-modelo que, em laboratorio, tém visto a sua
genética exaustivamente explorada. Contudo, ja se sabia que mais longe, na Asia, havia
algumas, poucas, espécies bem diferentes com capacidade de infestar frutos sdos, mas,
estavam longe. A situacdo alterou-se quando, em 2008, uma delas, Drosophila suzukii,
spotted wing drosophila (SWD) ou, em portugués, droséfila—da-asa-manchada, foi
detetada em Espanha (e quase simultaneamente nos EUA) e rapidamente se disseminou,
provocando elevados prejuizos. Em Portugal, oficialmente, as primeiras capturas
ocorreram em 2012, na regido de Odemira (EPPO, 2012). A origem desta espécie ainda
ndo é clara, tendo sido primeiro identificada e descrita no Japdo (Calabria et al., 2012;
Asplen et al., 2015). A sua identificagdo taxondmica com base em caracteristicas
morfoldgicas e erroneamente simples, uma vez que, a identificagdo visual sé € possivel a
lupa binocular.

A droséfila—da-asa-manchada tem preferéncia em se alimentar, e realizar a
postura, em frutos sdos em fase de maturacdo, em detrimento dos muito maduros e/ou
danificados, sendo que o oviscapto grande e robusto consegue romper o tegumento intacto
dos frutos, principalmente dos mais frageis. As larvas alimentam-se dos frutos
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danificando-os e as feridas infligidas pelo oviscapto constituem portas de entrada para
patogénicos que originam infegdes secundarias. Entre os fatores que tém contribuido para
0 estatuto de praga desta espécie contam-se: a elevada fecundidade e ciclo de vida rapido
(elevado numero de geragBGes por ano), que promovem um crescimento populacional
explosivo; a vasta gama de hospedeiros (com preferéncia por pequenos frutos), cultivados
e espontaneos, que propiciam a reinfestacdo; a elevada tolerancia térmica (para baixas e
altas temperaturas), que amplia a sua distribuicdo geografica; a insercdo dos ovos no
interior dos frutos, que oculta a primeira fase da infestacdo, facilitando a disperséo passiva
da espécie; 0 aumento dos custos de producdo (monitorizacdo, meios de protecéo e
selecdo dos frutos), a redugdo da “vida em prateleira” e os efeitos negativos nas
exportacGes. Apesar da sua preferéncia por ambientes frescos e humidos, a producéao de
pequenos frutos no sul da Europa, incluindo Portugal, tem sido muito negativamente
afetada (Mateus et al., 2016a).

Face a esta problematica, os principais objetivos deste trabalho foram: (i) a
caraterizacdo quimica dos compostos volateis de framboesas (Rubus idaeus L. var.
Amira), obtidos de frutos intactos por microextracdo em fase sélida e hidrodestilacao,
(ii) a utilizacdo de alguns destes extratos, no estudo comparativo de 5 iscos diferentes, em
armadilha Lasa (Lasa et al., 2017), na captura da D. suzukii numa plantacdo de
framboesas.

Material e Métodos
Isolamento dos compostos volateis.

Os compostos volateis foram isolados dos frutos inteiros de framboesas (Rubus
idaeus L. var. Amira), por a) um processo ndo invasivo, a microextracdo em fase solida
(SPME), e b) por hidrodestilacdo, num aparelho de Clevenger, para obtencdo do 6leo
essencial, fig. 1A e B.

Foi analisada uma amostra com 4409 de framboesas, colhidas no dia 5 de junho
pelas 7h da manha, em Salvaterra de Magos, com a temperatura ambiente de 15°C. Apds
colheita as framboesas foram colocadas no interior de um exsicador, onde ficaram em
repouso durante 1h, a temperatura ambiente até extracdo dos volateis.

Para extracdo dos componentes volateis dos frutos por SPME, utilizaram-se fibras
de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um de espessura de filme, colocadas manualmente
num suporte proprio (holder Supelco). As fibras foram condicionadas a 250 °C até ao
méaximo de 20 min, antes de cada utilizacdo, de acordo com as instrucdes do fabricante.
Foram realizadas andlises controlo ao exsicador vazio e as fibras, para verificar auséncia
de compostos volateis.

Para recolha dos compostos volateis das framboesas, introduziu-se a fibra
condicionada, atraves do septo, de politetrafluoretileno (PTFE), da rosca da tampa do
exsicador, contendo os frutos inteiros, durante 1 h, a temperatura ambiente. Apds a
extracdo dos compostos volateis por SPME, utilizaram-se as mesmas framboesas para
isolar o seu 6leo essencial por hidrodestilacdo durante 1 h, num aparelho de Clevenger
(Council of Europe, 2010), com uma velocidade de destilacdo de 3 mL/min. Os volateis
foram recuperados com o n-pentano destilado para um vial. Posteriormente os volateis
foram concentrados a um volume minimo num concentrador de bancada, sob fluxo de
azoto. O oleo essencial foi guardado a -20° C até a sua anélise, como detalhado em Venda
(2019).

Analise de compostos volateis.
Os volateis obtidos por ambos os metodos de extracdo, foram analisados por
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Cromatografia Gasosa com detetor de lonizacdo de Chama (GC do inglés Gas
Chromatography-Flame lonization Detector) para quantificacdo dos componentes, e por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS do inglés Gas
Chromatography-Mass Spectrometry) para sua identificacao.

As analises de SPME foram efetuadas, imediatamente apos recolha dos volateis,
expondo a fibra de SPME no injetor de um cromatografo Perkin Elmer Clarus 400,
equipado com dois Detetores de lonizacdo de Chama e um sistema de tratamento de
dados. O injetor foi mantido a 250 °C sem reparti¢do de fluxo, para total dessor¢do dos
volateis da fibra de SPME. A total dessorcéo dos volateis foi confirmada efetuando uma
segunda injecdo, nas mesmas condic¢Oes operativas, revelando auséncia de picos.

No injetor do cromatografo estdo instaladas duas colunas de polaridade diferente:
DB-1 de silica fundida, de fase imobilizada de metilsilicone, (100% polidimetilsiloxano,
30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 um; J & W Scientific Inc.) e DB 17HT de
silica fundida [(50% fenil)-metilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme
0,15 um; J & W Scientific Inc.]. A temperatura do forno foi programada de 45 °C a
175 °C, com incrementos de 3 °C/min, e subsequentemente a 15 °C/min até 300 °C.
Atingidos os 300 °C a temperatura foi mantida isotérmica durante 10 min, para um tempo
total de corrida de 61 min. Temperatura do injetor e dos detetores, 250 °C e 280 °C,
respetivamente. Gas de arrastamento, hidrogénio, a uma pressdo de 10,5 psi. A
composic¢do percentual dos volateis foi determinada pela integracdo das areas dos picos
sem utilizacdo de fatores de correcdo. Os valores apresentados das analises de GC
correspondem ao valor médio do numero de injegdes por amostragem.

As analises de GC dos volateis obtidos por hidrodestilacdo foram efetuadas tal
como acima descrito, exceto no que diz respeito a temperatura do injetor, 280°C, e a
relacdo de reparticéo de fluxo, 1:40.

Para as andlises de GC-MS utilizou-se um Clarus 600T Mass Spectrometer
equipado com uma coluna de silica fundida DB-1 (100% polidimetilsiloxano, 30 m x 0,25
mm d.i., espessura de filme 0,25 pm; J & W Scientific Inc.) ligado a um Perkin-Elmer
Turbomass (versdo de programa 4.1). A temperatura do forno foi programada de 45 a
175 °C, com incrementos de 3 °C/min, e subsequentemente a 15 °C/min até 300 °C.
Atingidos os 300 °C, a temperatura foi mantida isotérmica durante 10 min; temperatura
do injetor, 250 °C; temperatura da linha de transferéncia, 280 °C; temperatura da camara
de ionizagdo, 220 °C; gas de arrastamento, hélio, ajustado para uma velocidade linear de
30 cm/s; relacdo de reparticdo de fluxo, 1:20; energia de ionizagdo, 70 eV; corrente de
ionizacdo, 60 pA; gama de massas, 40-300 u; tempo de varrimento, 1 s.

A identidade dos compostos foi determinada por comparacdo dos seus indices de
retengdo, em relagcdo aos dos n-alcanos e espetros de massa, com 0s de padrbes
sintetizados no laboratorio, padrées comerciais e compostos de referéncia presentes em
6leos essenciais existentes no laboratério e por comparacdo com uma biblioteca de
espectros de massa também desenvolvida no laboratdrio.

Nas anélises por GC-MS dos volateis obtidos por hidrodestilacdo utilizou-se o
mesmo equipamento, e as mesmas condigOes operativas detalhadas acima, exceto no que
diz respeito a temperatura do injetor, 280°C, e a relacdo de reparticdo de fluxo, 1:40.

Estudo comparativo de capturas - ensaio de campo.

O ensaio de campo decorreu durante as trés primeiras semanas de setembro de
2019 (de 2 de setembro a 23 de setembro), numa plantacdo de framboeseiras, localizada
em Vale do Paraiso, Azambuja, na empresa Berry Good, Unip. Lda.

Foram utilizados 5 iscos diferentes colocados em armadilha Lasa, fig. 1 C, para a
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captura da D. suzukii. Os iscos utilizados foram: (i) hidrolato (dgua destilada muito
aromética obtida durante a hidrodestilacdo), (ii) &gua de decoccdo resultante da
hidrodestilacdo das framboesas, (iii) vinagre da Mendes Goncalves (fabricado
propositadamente pela empresa e que € utilizado habitualmente pelos produtores), (iv) o
hidrolato em conjunto com o vinagre (v) e a &gua de decoc¢do em conjunto com o vinagre,
como detalhado em Venda (2019). O isco foi substituido semanalmente, ao longo das trés
semanas.

O ensaio pretendeu verificar o poder de atracéo e seletividade dos iscos em relagédo
a D suzukii. Para ndo introduzir mais variaveis neste ensaio, foi utilizada uma Gnica
armadilha, a armadilha Lasa, que é considerada eficiente segundo a literatura (Lasa et al.,
2017).

O ensaio foi realizado em trés tuneis diferentes e foram colocadas 5 armadilhas
em cada tunel, distanciadas de 12 m entre si. Utilizou-se um esquema aleatorio na
colocacdo das armadilhas entre tlneis.

Os insetos capturados foram limpos e conservados em alcool a 70% em recipientes
separados por cada uma das armadilhas.

As amostras recolhidas foram depois analisadas com recurso a uma lupa binocular
e contabilizados: o nimero total de capturas, 0 numero de D. suzukii fémeas, 0 nimero
de D. suzukii machos, o nimero de outras droséfilas e 0 nimero de outros insetos. O
reconhecimento da espécie foi feito por comparacdo com as caracteristicas morfoldgicas
da espécie (Mateus et al., 2016b).

Resultados e Discussao

Nos volateis isolados por SPME das framboesas foram identificados 25
componentes, totalizando uma percentagem de identificacdo de 92,9%. O 6leo essencial
obtido da mesma massa de framboesas teve um rendimento <0,05% (v/p.f.). Nesta
amostra foram identificados 67 componentes, com uma percentagem de identificacdo de
90,2%. O a-pineno, o a-felandreno, e a a-ionona foram os componentes presentes em
maior percentagem, nos volateis extraidos por microextracdo por fase sélida, na amostra
de framboesas inteiras. Na amostra de 6leo essencial das framboesas inteiras, obtido por
hidrodestilacdo, os componentes presentes em maior percentagem foram a trans-p-ionona
e a a-ionona, (quadro 1).

A anélise da bibliografia existente sobre os compostos volateis das framboesas
mostrou algumas semelhancas e também diferencas em relacdo aos dados obtidos,
(quadro 2). Contudo, ndo é possivel fazer uma comparacdo direta entre os dados da
literatura, e os dados obtidos no presente trabalho, dado que as condicGes de analise e as
condi¢des do material vegetal foram diferentes o que pode influenciar as composic¢oes
dos voléteis extraidos.

No entanto, os terpendides como a a-ionona e a [3-ionona, sdo conhecidos como
importantes contribuintes do aroma, encontrando-se em maior percentagem em todos 0s
dados recolhidos, assim como nas amostras analisadas.

Em relacéo aos resultados obtidos no estudo efetuado em ensaio de campo, o isco
que capturou 0 maior numero de insetos, durante as trés semanas de duracdo do ensaio,
foi 0 que utilizou a agua de decoccdo em conjunto com o vinagre Mendes Gongalves,
num total de 101 insetos, das quais, 35 foram D. suzukii fémeas, 9 foram D. suzukii
machos, 37 foram outras drosofilas e 18 foram outros insetos, (quadro 3). Em relagéo a
este resultado, seguiu-se o isco de hidrolato em conjunto com o vinagre Mendes
Gongalves, que capturou um total de 53 insetos, sendo que, 9 foram D. suzukii fémeas, 3
foram D. suzukii machos, 36 foram outras drosofilas e 5 foram outros insetos. O isco com
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0 vinagre Mendes Goncalves capturou 37 insetos, sendo que, 2 foram D. suzukii fémeas,
ndo capturou nenhum D. suzukii macho, 26 foram outras drosofilas e 9 foram outros
insetos. Seguiu-se 0 isco com a dgua de decocgdo, que capturou 23 insetos, dos quais, 2
foram D. suzukii fémeas, ndo capturou nenhum D. suzukii macho, 16 foram outras
drosofilas e 5 foram outros insetos. Finalmente, o isco de hidrolato que foi o que teve o
pior desempenho, com apenas 5 capturas, das quais, apenas 1 foi D. suzukii fémea, ndo
capturou nenhum D. suzukii macho, 1 foi outra droséfila e 3 foram outros insetos, (quadro
3). O isco com a agua de decocgdo e o0 isco com o hidrolato em conjunto com o vinagre,
tiveram 0 mesmo numero de capturas de outros insetos. Insetos esses, que foram
maioritariamente formigas.

Conclusdes

Apesar de ser notério o melhor desempenho dos iscos, na captura da D. suzukii,
quando se conjugam os liquidos que possuem o0s compostos volateis da framboesa com o
vinagre da Mendes Goncalves, ndo é expressiva a capacidade de seletividade desses iscos,
uma vez que tambem foram atraidas outras drosofilas, nomeadamente a D. melanogaster.

Trabalhos futuros deverdo identificar se existe algum dos componentes presentes
em maior percentagem nos volateis extraidos, que isoladamente ou se todos em conjunto,
contribuem para a atracao da D. suzukii, quando usados como isco nas armadilhas para a
captura dessa praga. Para concretizar este objetivo, serd necessario criar uma populacao
de D. suzukii e fazer uma primeira avaliacdo em laboratério com recurso a um olfatémetro
de insetos. Este estudo devera ser realizado, antes dos ensaios de campo, uma vez que 0
ruido ambiental e o tempo de volatilizacdo dos compostos podem condicionar o ensaio
no campo.
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Quadro 1 - Composigdo percentual dos componentes maioritarios (> 3%) identificados
nos volateis isolados por SPME e por hidrodestilacdo, de framboesas inteiras

Método de Método de analise Componentes principais (>3%)
extracao
SPME GC e GC-MS a-Pineno 28,8, a-felandreno 16,0, a-ionona

14,3, B-felandreno 7,2, trans-f-ionona 6,9,

B-mirceno 5,7, dihidro-p-ionona 4,4
Hidrodestilagdo GC e GC-MS trans-p-lonona 32,3, a-yonona 18,3, dihidro-f-

ionona 4,9, acido linoleico 3,6, a-ionol 3,4

SPME: microextracéo por fase solida, GC: cromatografia gasosa, GC-MS: cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massa.
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Quadro 2 - Dados da literatura sobre a composicdo percentual dos componentes
maioritarios (> 3%) identificados nos volateis extraidos, de amostras de framboesas
Pais Variedade PP  Fruto Métodode Componentes principais Ref.

inteiro ou extracao e (=3%)
outro analise
A D FF Fruto TD-enantio- a-lonona 34,6-38.,4, B-iononaHampel
cortado MDGC-MS 34,6-38,4, linalol 21,5-23,1, etal.
ao meio a-pineno 14,3-16 (2007)
A D FC Fruto TD-enantio- *a-Pineno, linalol, a-ionona, Hampel
cortado MDGC-MS B-ionona, B-cariofileno et al.
ao meio (2007)
|  Polka Fruto Fruto SPME e Acetato de etilo 30,2, Aprea et
inteiro  Espectrémetrop-ionona 17,3, ciclo-ionona al. (2009)
de massa 9,1, a-ionona 9,1, cis-3-

acetato hexanilo 8,3, acido
acetico 6,3, 2-heptanol 3,5,
cis-3-hexanol 3,1

I Tulameen Fruto Fruto SPME e cis-3-acetato hexanil 21,2, Aprea et
inteiro  Espectrémetrohexanal 12,4, B-ionona 11,7, al. (2009)
de massa acetato de etilo 9,7, trans-2-

hexanal 8,7, cis-3-hexanol

7,9, ciclo-ionona 7,5,

a-ionona 6,5, a-pineno 3,6
PP: Parte da planta. Ref: Referéncia. A: Alemanha. I: Italia. D: Desconhecido. FF: Fruto fresco. FC: Fruto
congelado. TD-enantio-MDGC-MS: Extracdo por sorcdo de agitacdo e analisados por cromatografia gasosa
de dessorcao-multidimensional térmica - espectrometria de massa. *o artigo ndo indica as percentagens de
cada composto

Quadro 3 - Estudo comparativo do nimero de capturas por diferente isco

Isco Total Fémeas Machos Outras Outros
Insetos D. suzukii D. suzukii drosoéfilas insetos

Hidrolato 70 ml 5 1 0 1 3

Agua de decoccdo 70 ml 23 2 0 16 5

Vinagre MG 70 ml 37 2 0 26 9

Hidrolato 70 ml + Vinagre MG 53 9 3 36 5

25 ml
Agua de decoccdo 70ml + 101 35 9 37 18

Vinagre MG 25 ml
MG: Vinagre da Mendes Goncalves
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Figura 1 - A. Aspeto do sistema de recolha de volateis por microextragdo em fase sélida (SPME).
B: Aspeto do sistema de isolamento de 6leo essencial de framboesas, por hidrodestilagdo, com
aparelho de Clevenger. C: Armadilha de captura Lasa
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