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RESUMO

A mosca-das-frutas sul-americana, Anastrepha fraterculus (Wied.) tem grande
importancia econémica na fruticultura no Sul do Brasil. O monitoramento das moscas
em pomares é realizado utilizando armadilhas iscadas com sucos de frutas, proteina
hidrolisada, torula e vinagre de vinho. No sistema organico de produgao, o controle &
realizado, empiricamente, através da aplicacdo de Oleos, extratos de plantas e
caldas. Este trabalho objetivou estudar as estruturas sensoriais das antenas de A.
fraterculus, com microscopia eletrénica de varredura; avaliar as respostas
eletroantenograficas aos produtos fitossanitarios, extrato pirolenhoso (BioPiroI7M®;
0,4%), calda sulfocélcica (Sul Fertilizantes; 1%), nim (Organic Neem®;, 0,5%) e
rotenona (Rotenat®; 0,6%); aos extratos etandlicos de frutos verdes e maduros, de
maca (Pyrus malus var. Fuji), laranja (Citrus sinensis var. Céu), goiaba (Psidium
guajava var. Paluma) e péssego (Prunus persica var. Chimarrita) e aos compostos
sintéticos [(E)-3-hexen-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol, butirato de etila, octanoato de etila, (Z)-
3-butirato de hexenila, acetato de hexila e hexanoato de etila], isolados ou em
mistura. Avaliou-se, a viabilidade de puparios oriundos de mamdes papaia e goiabas
(var. Paluma) tratados com extrato pirolenhoso, calda sulfocalcica e o
comportamento quimiotaxico das moscas aos padrdes sintéticos dos compostos
identificados nos extratos de frutos. Constataram-se nas antenas as sensilas dos
tipos tricoides, basicbnicas, clavadas, estiloconicas e caéticas, além de
microtriquias. As respostas eletroantenograficas de A. fraterculus foram maiores ao
extrato pirolenhoso e a calda sulfocalcica do que ao nim e a rotenona, entretanto,
estes produtos ndo impediram a oviposicdo e o desenvolvimento dos imaturos em
mamades e goiabas com eles tratados. As maiores respostas eletrofisioldgicas foram
registradas aos extratos de macgéd madura, laranja madura e verde. As substancias
(E)-3-hexen-1-ol e (Z)-3-butirato de hexenila, em combinagdo, produziram as
maiores respostas eletrofisioldgicas, quando comparadas as demais. Nos bioensaios
comportamentais, os compostos (E)-3-hexen-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol e (E)-3-butirato
de hexenila, isolados, ndo foram atrativos para fémeas de A. fraterculus.

Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (88p.). Margo, 2010.



ANTENNAL SENSILLA OF Anastrepha fraterculus (DIPTERA,
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COMPOUNDS AND PHYTOSANITARY PRODUCTS USED IN ORGANIC
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ABSTRACT

The South American fruit fly Anastrepha fraterculus (Wied.) has great
economic importance in fruit culture in Southern Brazil. The monitoring of flies in
orchards is accomplished using traps lured with fruit juices, hydrolyzed protein, torula
and wine vinegar. In the organic production system, the control is empirically
performed by the application of oils, plant extracts and syrups. This work aimed to
study the antennal sensory structures of A. fraterculus, using scanning electron
microscopy; to evaluate the electroantennographic responses to phytosanitary
products: pyroligneous extract (BioPirol7M®; 0.4%), lime sulfur (Sul fertilizantes, 1%),
neem (Organic Neem®; 0.5%) and rotenone (Rotenat®; 0.6%); to ethanolic extracts
from unripe and ripe fruits: apple (Pyrus malus var. Fuji), orange (Citrus sinensis var.
Céu), guava (Psidium guajava var. Paluma) and peach (Prunus persica var.
Chimarrita), and to synthetic compounds [(E)-3-hexen-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol, ethyl
butirate, ethyl octanoate, (Z)-3-hexenyl butyrate, hexenyl acetate and ethyl
hexanoate], isolated or in mixture. The viability of puparies collected from papayas
and guavas (var. Paluma) treated with pyroligneous extract and lime sulfur was
assessed, and also, the chemotaxic behavior of flies in response to the synthetic
patterns identified in the fruit extracts. In the antenna, the following types of sensilla
could be observed: trichoide, basiconic, clavated, styloconic and chaetic, besides the
microtrichias. The electroantennographic responses of A. fraterculus were higher to
pyroligneous extract and lime sulfur than to neem and rotenone; however, those
products did not prevent the oviposition and immature development in the papayas
and guavas treated with them. The highest electrophysiological responses were
recorded for ripe apple, and unripe and ripe orange extracts. The combination of the
substances (E)-3-hexen-1-ol and (Z)-3-hexenyl butyrate produced the highest
electrophysiological responses, when compared to the others. In the behavioral
assay, the compounds (E)-3-hexen-1-ol, (Z2)-3-hexen-1-ol and (Z)-3-hexenyl butyrate,
isolated, were not attractive to A. fraterculus females.

" Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brazil (88p.). March, 2010.

Vi



SUMARIO

Pagina

TINTRODUGAO ...ttt en e e e eees 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 3
2.1 Importancia das moscas-das-frutas.............ooooriiiiiiiiiiii s 3
2.2 Biologia de espécies do género Anastrepha .............ccccceeeeeiiiiiiiiiiiiiieiiiiiii, 7
2.3 Hospedeiros de Tephritidae. .........ccooeiii oo 9
2.4 Monitoramento de espécies do género Anastrepha ...........cccccoceeveeeeeiiienennnnn, 12
2.5 Controle de moscas-das-frutas..........ooooooe oo 14
2.6 Comunicagao quimica em mosca-das-frutas..........ccccceeeveeiiiiiiiii e 18
2.6.1 Sensilas antenaiS .........ccoouuiii i 18
2.6.2 Interagcdes de moscas-das-frutas com hospedeiros.............ccceevviiiiiiinnnes 20

3 MATERIAL E METODOS ... ...eoiieieeeeeeeeee et 24
3.1 Criacéo artificial de Anastrepha fraterculus ...................cccovviiiiiiiiiiiiiiiieieeieeee, 24

3.2 Descricao e morfometria de estruturas antenais de Anastrepha fraterculus ...25

3. 3 Produtos e extratos utilizados Nos bioensaios..............coevuiiiiiiiiiiiinieeeeeeeeeeee 28
3.3.1 Produtos fitoSSanitaArios............ceeeiiiiieiiiiiiii e 28
3.3.2 Extratos etandlicos dos frutOS ........ooeeieii i 28
3.3.3 Avaliagao do estagio de maturagao dos frutos .............ccceceeieeiiiiiiieenenenen, 30

3.4 BIOBNSAIOS ...ttt ettt e e e 31

3.4.1 Seletividade das antenas de Anastrepha fraterculus a produtos
fitossanitarios e a volateis de plantas ... 31

3.4.2 Identificacdo das substancias nos extratos dos frutos ... 33

vii



3.4.3 Seletividade e avaliacao de dose-resposta a compostos sintéticos.......... 34
3.4.4 Viabilidade de puparios de Anastrepha fraterculus em frutos tratados com
0S produtos fitoSSANItArIOS ..........uuiiiiiiic e 35
3.4.5 Avaliacao da atividade quimiotaxica de Anastrepha fraterculus a

SUDSEANCIAS SINTEHICAS .. oo e e 37

4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......oieieceeeeeeeeeeee e, 40
4.1 Descricdo e morfometria de estruturas antenais de Anastrepha fraterculus ...40

4.2 Seletividade das antenas de Anastrepha fraterculus a produtos fitossanitarios

.............................................................................................................................. 48
4.3 Viabilidade de puparios de Anastrepha fraterculus em frutos tratados com
Produtos fitOSSANITANIOS ... ..o 53
4.4 Seletividade das antenas de Anastrepha fraterculus a extratos de frutos........ 54
4.5 Identificacdo das substancias nos extratos dos frutos.........ccccceeeeeieiiiiiiiinnn, 61

4.6 Seletividade das antenas de Anastrepha fraterculus a substancias sintéticas 64

4.7 Sensibilidade de antenas de Anastrepha fraterculus a substancias sintéticas 67

5 CONCLUSOES ... e 72
6 CONSIDERACOES FINAIS ..., 75
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .. ..o et 77

viii



RELAGAO DE TABELAS

Pagina

. Média (+ EP) do comprimento e da largura (uM), no ponto de maior
didametro, dos segmentos antenais de fémeas e de machos de Anastrepha
Fraterculus (NT15). ... o e 42

. Média (+ EP) do comprimento, e da largura (uM) por regido, das sensilas
nos flagelos de fémeas e machos de Anastrepha fraterculus (n=15)........... 42

. Numero médio (+ EP) das sensilas e microtriquias antenais, nas regides
distal, mediana e proximal numa area de 9.942 uM? em flagelos de
Anastrepha fraterculus (N=12).....ccoooe it 44

. Percentagem da varidncia das respostas eletroantenograficas de
Anastrepha fraterculus em funcao do coeficiente ETA-Squared (r]z), para
os tratamentos e suas interagdes e grau de significancia (P).............cc........ 48

. Percentagem da varidncia das respostas eletroantenograficas de
Anastrepha fraterculus em funcédo do coeficiente ETA-Squared (nz), para
os tratamentos e suas interagdes e grau de significancia (P)...........cccc........ 55

. Relacdo de substancias identificadas, em extratos de goiaba madura,
laranja verde e mag¢ad madura, por CG-EM: tempos de retencdo (Tg) e
similaridade com a colecado de referéncia do cromatografo (S).................... 62

. Relagdo das substancias sintéticas e os respectivos tempos de retengéo
0btidos POr CG-EM.......o e 63



RELAGAO DE FIGURAS

Pagina

Péssego verde com puncturas de Anastrepha fraterculus com resina

(23 T8 o = To £ TR 5
Anastrepha fraterculus puncturando fruto de Carica
[ oZ=] o= ) - T PP 7

Estruturas antenais de Anastrepha fraterculus em vista dorsal do flagelo:
(A) flagelo dividido em trés regides proximal, mediana e distal, os nove
retdngulos representam as areas amostrais em cada regido; (B) detalhe da
area amostral onde os pontos de mesma cor representam um mesmo tipo
e ESITULUNA. ... e 27

Sistema de headspace dinamico: (A) recipiente contendo frutos de goiaba;
(B) filtro de carvao ativado; (C) bomba de ar; (D) cartucho contendo
E= L0 KST0] aVZ=T o) (=] o T= T oo o TR 29

Eletroantendgrafo utilizado nos bioensaios com Anastrepha fraterculus. A -
eletrodo com a antena acoplada; B — pipeta contendo papel filtro com o
estimulo e C - registro da resposta eletroantenografica da antena
L2 ES] (] 411 =T = PRI 33

Goiabas tratadas com calda sulfocacica (S), extrato pirolenhoso (P) e agua
destilada (C) no interior de uma gaiola contendo 15 fémeas de Anastrepha
fraterculus acasaladas, recebendo agua e dieta artificial...................cccee 36

Gaiola de poliestireno com fémeas de Anastrepha fraterculus: (A) frasco
contendo agua destilada; (B) disco de papel filtro...........ccooeeoiiiiiiiiiiiiiiiinenn, 38



10

11

12.

13

14

Estruturas presentes nas antenas de Anastrepha fraterculus. A — Vista geral
da antena, arista (a); escapo (e); pedicelo (p) e flagelo (f). B — Vista geral do
escapo (e) e pedicelo (p) com sensilas caéticas (ca). C — Sensila caética
(ca) e microtriquias (mt). D-E — Sensilas nos flagelos: tricoides (tr);
basiconicas (bc); estiloconicas (es); clavadas tipo | (cl1) e tipo Il (cl2) e
microtriquias (mt). F — Poros na superficie das sensilas basiconicas (bc). G
— Sensila estiloconica (es) com processos digitiformes. H — Microtriquias
(mt) com sulcos ao longo do COMPrIMENTO.........ccovviiiriiiiiiii e

Respostas eletrofisiolégicas de Anastrepha fraterculus aos tratamentos,
agua, nim (Organic neem®) 0,5%, extrato pirolenhoso (Biopirol 7M®) 0,4%,
rotenona (Rotenat CE®) 0,6% e calda sulfocalcica (Sul Fertilizantes) 1%.
Barras com letras distintas entre os tratamentos diferem significativamente
Kruskal-Wallis (P < 0,05) (N = 120).....cccciiiiiiiiiieiiee e

Respostas eletrofisiolégicas de Anastrepha fraterculus pré-reprodutivas e
reprodutivas acasaladas aos tratamentos, agua, nim (Organic neem®)
0,5%, extrato pirolenhoso (Biopirol 7M®) 0,4%, rotenona (Rotenat CE®)
0,6% e calda sulfocalcica (Sul Fertilizantes) 1%. Valores de probabilidade
(P) estao expressos acima das barras. Kruskal-Wallis (P < 0,05) (n = 30).....

Respostas eletroantenograficas de Anastrepha fraterculus aos extratos de
frutos verdes e maduros. Barras seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Kruskal Wallis, (P < 0,0001) (n =120)...........ccevnneee.

Respostas eletrantenograficas de (A) fémeas e de (B) machos de A.
fraterculus a extratos de frutos. Barras seguidas de mesma letra nao
diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis, (P < 0,0001) (n= 60)................

Respostas eletroantenograficas de Anastrepha fraterculus a substancias
sintéticas isoladas [1.hexano; 2. (E)-3-hexen-1-ol, 3. butirato de etila; 4.
acetato de hexila; 5. hexanoato de etila; 6. (Z)-3-butirato de hexenila; 7.
octanoato de etila] e em misturas [8. (E)-3-hexen-1-ol + (Z)-3-butirato de
hexenila; 9. butiraro de etila + hexanoato de etila; 10. (E)-3-hexen-1-ol +
acetato de hexila + (Z2)-3-butirato de hexenila + octanoato de etila e 11.
todos os compostos]. Barras com letras distintas, diferem
significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis (P < 0,0001) (n = 42)..........

Médias (+x EP) das respostas eletroantenograficas de fémeas de
Anastrepha fraterculus a cinco concentragdes dos compostos sintéticos (A)
(E)-3-hexen-1-ol, (B) (2)-3-hexen-1-ol, (C) butirato de etila, (D) acetato de
hexila, (E) hexanoato de etila, (F) (Z£)-3-butirato de hexenila e (G)
octanoato de etila. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si (P <
0,05) pelo teste do modelo linear geral (GLM) seguido da menor diferenga
SIGNIfICativa (LSD)......ooiiieiieeeiie e

Pagina

41

49

52

56

65



1 INTRODUGAO

A mosca-das-frutas Sul-americana Anastrepha fraterculus (Wiedemann)
(Diptera, Tephritidae) € uma espécie de grande importancia econémica, tanto pela
variedade de hospedeiros, quanto por sua ampla distribuigdo, ocorrendo desde o
México até o Sul da Argentina.

A. fraterculus é a principal praga da fruticultura brasileira. Os danos
ocasionados, tanto pela punctura realizada no momento da oviposicao, quanto pela
alimentacdo das larvas no interior dos frutos, depreciam e/ou inviabilizam a
comercializagao de frutos in natura. A espécie é abundante nos pomares de citros,
videira e de frutiferas de clima temperado cultivadas na regidao Sul do Brasil,
predominando sobre outras espécies de Anastrepha e sobre a “mosca-do-
mediterraneo” Ceratitis capitata (Wied.) (Diptera, Tephritidae).

Estes dipteros ocorrem em frutos de rosaceas como o pessegueiro (Prunus
persica L.), e macieira (Malus domestica L.); de mirtdceas como a guabirobeira
(Campomanesia xanthocarpa Berg), goiabeira (Psidium guajava L.) e pitangueira

(Eugenia uniflora L.) e de rutaceas como citros (Citrus spp.)



A dtilizacdo de inseticidas, armadilhas McPhail iscadas com atrativos
alimentares (proteinas hidrolisadas e/ou sucos de frutas) e iscas téxicas, ainda sao
as principais formas de monitorar e controlar A. fraterculus em pomares comerciais.
No sistema organico de produgdo, o manejo da populagdo de moscas € realizado
através da aplicagdo de produtos fitossanitarios como a calda sulfocalcica, o éleo de
nim, a rotenona e o extrato pirolenhoso, porém, apesar desses produtos serem
utilizados pelos produtores, o efeito dos mesmos sobre as moscas nao € conhecido.

De maneira geral, ha caréncia de informagdes ndo somente a respeito da
efetividade de produtos fitossanitarios nao sintéticos no controle de A. fraterculus,
mas também de pesquisas que investiguem as estruturas quimiorreceptoras
presentes nas antenas das moscas e busquem o conhecimento de substancias
atrativas oriundas de extratos de plantas hospedeiras. Este tipo de estudo é
fundamental quando se pensa na elaboragao de iscas atrativas, com capacidade de
monitorar de forma efetiva a populagao do inseto no campo.

O estudo da influéncia dos fatores endégenos da mosca como status de
copula, idade e sexo no comportamento quimiotaxico também é outro fator relevante
que deve ser levado em consideragao quando se pretende manejar populagdes em
pomares comerciais, possibilitando, desta forma, maior adequacgao e confiabilidade
na utilizacdo do controle comportamental com o uso de infoquimicos.

Este trabalho teve como objetivos identificar as estruturas quimioreceptoras
presentes nas antenas de A. fraterculus e avaliar as respostas eletrofisioldgicas e
comportamentais dos individuos, em diferentes condi¢des fisioldgicas, a produtos
fitossanitarios utilizados no sistema orgéanico de producgao, a substancias sintéticas e

a extratos e volateis sintéticos de frutos hospedeiros.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia das moscas-das-frutas

As moscas-das-frutas sdo as mais importantes pragas da fruticultura, tanto
por seu impacto econémico direto na producdo de frutos quanto por causarem
restricdes quarentenarias a exportagao (Aluja, 1994; Clark et al., 2005). Pertencem a
familia Tephritidae, que engloba mais de 4.400 espécies e, embora sejam
comumente conhecidas como moscas-das-frutas, os tefritideos também podem ser
galhadores ou minadores. De acordo com o habito alimentar de cada espécie, pode
utilizar diferentes partes do hospedeiro no seu desenvolvimento, tais como frutos
(polpa e/ou sementes), flores, ramos, brotos, folhas e raizes. No entanto, a maioria
das espécies sao carpoéfagas, incluindo algumas das principais pragas da fruticultura
(Norrbom, 2006).

Existem moscas-das-frutas estritamente mondfagas, como Bactrocera oleae
(Gmelin), que se alimenta somente de uma espécie hospedeira, e outras polifagas,
como C. capitata, que possui mais que 300 hospedeiros registrados (Liquido et al.,
1991). Os tefritideos possuem elevado potencial bidtico, facilidade de se
dispersarem no ambiente e habilidade de adaptacdo em diferentes hospedeiros
(Salles, 1995). Espécies de Toxotrypana, por exemplo, utilizam como hospedeiro,
tanto frutos de Caricaceae, quanto de Asclepidaceae, duas familias de plantas sem

relagdes proximas (Norrbom, 2006). O numero de espécies de Anastrepha por



familia de hospedeiros é de 14/Myrtaceae, 15/Sapotaceae, 11/Anacardiaceae e
9/Passifloraceae (Zucchi, 2008). Segundo o mesmo autor, as espécies do género
com maior numero de hospedeiros associados € A. fraterculus, com 76, e A. obliqua,
com 36.

Os danos diretos das moscas-das-frutas sao representados pela punctura que
a fémea realiza no momento da oviposicdo e/ou pelo desenvolvimento da larva no
interior do fruto. A punctura pode também servir de entrada para fungos e bactérias
causadoras de podriddes. As larvas que se desenvolvem no interior dos frutos, ainda
causam disturbios hormonais que provocam a queda prematura dos mesmos
(Malavasi et al., 1994; Aguiar-Menezes et al., 2004).

Em alguns frutos, como ameixa, caqui, goiaba, laranja, néspera e péssego, a
infestagdo por larvas pode ndo ser notada, pois 0s mesmos permanecem com a
aparéncia externa normal. Entretanto, ao examinar o fruto notam-se pontos de
amolecimento da polpa e extravasamento de suco pelo orificio de saida das larvas.
Em néspera, quando a infestacado é alta, a epiderme do fruto apresenta diversas
pontuagdes escuras e, em péssego, ocorre a exsudagao de resina (Figura 1) (1B,
2002).

De acordo com Salles (1995), o dano causado pela oviposi¢ao € irreversivel.
Em maca e péra, por exemplo, no local da punctura, a epiderme fica marcada e, com
o desenvolvimento do fruto, na regido onde o ovipositor penetrou se desenvolve uma
concavidade, resultando em frutos deformados. Além disso, na parte interna da

polpa, forma-se uma massa morta com aspecto de cortica.



FIGURA 1. Péssego verde com puncturas de Anastrepha fraterculus com

resina exsudada.

Esses danos, além de prejudicarem a comercializagao de frutos “in natura”,
também representam um importante fator de restricdo a exportagdo destes para
paises que ndo possuem essas espécies de moscas em seu territério, os quais
estabelecem barreiras fitossanitarias (Malavasi et al., 1994).

Os géneros de Tephritidae, com espécies de importancia econémica que
ocorrem no Brasil, estdo incluidos na subfamilia Trypetinae, tribo Toxotrypanini,
como Anastrepha; na tribo Dacini, como Bactrocera e Ceratitis, e, ainda ha relatos
da ocorréncia de Rhagoletis, pertencente a tribo Carpomyini (Zucchi, 2000).

O género Ceratitis € representado por apenas uma espécie no Brasil, C.
capitata, a qual esta presente em praticamente todas as areas tropicais e
temperadas do mundo. Espécies de Rhagoletis ocorrem nas Américas e Europa,

enquanto que as de Bactrocera distribuem-se, principalmente, na Asia tropical,



Australia e ilhas do Pacifico, secundariamente, ocorrem na Asia temperada, Africa
tropical, Sul da Europa e Norte da América do Sul (Malavasi et al., 2000).

Anastrepha é o género com maior numero de espécies dentro de Tephritidae
contando com 198 espécies reconhecidamente validas e outras ainda ndo descritas
(Norrbom, 2006). As espécies desse género ocorrem na América do Norte (México,
Vale Rio Grande no Texas e Sul da Fldrida), na América Central, em praticamente
toda América do Sul (exceto Chile e Sul da Argentina) e na maioria das ilhas do
Caribe (Aluja, 1994). Neste género, as espécies de maior importancia econdmica na
fruticultura sdo A. fraterculus (Figura 2), A. grandis (Macquart), A. ludens (Loew), A.
obliqua (Macquart), A. serpentina (Wiedemann), A. striata (Schiner) e A. suspensa
(Loew) (Aluja, 1994; Sequeira et al., 2001).

Atualmente no Brasil, Anastrepha € o género de moscas-das-frutas de maior
importancia, sendo que das espécies ja descritas para o mundo, 94 possuem
registro para o pais (Zucchi, 2000). Dentre outras, A. fraterculus se destaca por ser
uma espécie polifaga e amplamente dispersa pelo Continente Americano (Kovaleski
et al.,, 2000). Sua importancia varia conforme o local de ocorréncia, sendo
considerada praga primaria na Argentina, Uruguai e nos estados do Sul e Sudeste
do Brasil (Malavasi et al., 2000). E considerada a principal praga das fruteiras
cultivadas dos estados do Sul do Brasil (Salles, 1995), destacando-se o Rio Grande
do Sul, sendo frequentemente associada aos danos em frutos nos pomares

comerciais (Kovaleski et al., 2000).



2.2 Biologia de espécies do género Anastrepha

A duragdo média dos estagios de ovo, larva e pupa em A. fraterculus, na
temperatura de 25 °C sao de 2,8; 12,7 e 14,1 dias, respectivamente. A longevidade
maxima para machos e fémeas, em laboratério (25 °C; 70% UR; fotofase de 16
horas) é de 161 dias (Salles, 2000), em condi¢cdes de campo, entretanto, a

longevidade € desconhecida (Malavasi & Zucchi, 2000).
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FIGURA 2. Anastrepha fraterculus puncturando fruto de Carica papaya.

Malavasi et al. (2000) registraram para A. fraterculus, em temperatura
constante de 25 °C, uma fecundidade média de 25,2 ovos/dia e, duragdo média dos
periodos de pré-oviposicdo e oviposicao de 22,7 dias e de 79,1 dias,
respectivamente. Segundo os mesmos autores, quando confinados, os adultos desta
espécie podem realizar postura mesmo sem ter acasalado, porém os ovos sao
inférteis. A maior quantidade de ovos é colocada na temperatura de 25 °C, sendo
que a primeira oviposicdo pode ocorrer aos sete dias de vida da fémea,

prolongando-se até o quadragésimo segundo dia.



Os ovos de espécies de Anastrepha possuem coloragdo que varia de branco
a amarelo (Malavasi & Zucchi, 2000), tém forma eliptica, sdo alongados e
ligeiramente curvos, seu maior didmetro fica na regido central ou préximo ao polo
anterior, decrescendo em diregcao as extremidades, as quais podem terminar de
forma afilada ou arredondada (Sugayama & Malavasi, 2000).

Fémeas de diferentes espécies podem depositar os ovos isolados ou em
grupos, na regido do epicarpo ou do mesocarpo dos frutos hospedeiros.
Aparentemente, a escolha do local para a oviposicao € influenciada por fatores
olfativos e visuais, mas os que determinam a decisao final sdo pouco conhecidos
(Aluja, 1994; Salles, 1995).

O numero de ovos por punctura varia de um, em A. fraterculus, até mais de
100, em A. grandis (Selivon & Perondini, 2000). Os autores verificaram que em 60%
e 19,5% das puncturas efetuadas, respectivamente, por A. fraterculus e A. grandis,
havia ovos.

O comportamento de oviposicdo de A. fraterculus também ¢é afetado pela
temperatura. Salles (2000) observou que em temperaturas inferiores a 15 °C e
superiores a 35 °C ndo ocorre oviposi¢cao, provavelmente devido a efeitos na
maturacao ovariana do inseto.

A temperatura € o fator determinante para o melhor desenvolvimento desta
espécie e deve estar entre 15 e 27 °C (Malavasi & Zucchi, 2000). Segundo os
autores, a umidade relativa do ar € menos importante, as larvas utilizam a umidade
da polpa do fruto e as pupas, estdo protegidas pelo pupario, sofrendo pouca

influéncia da umidade do ar quando estdo enterradas, no entanto, a maioria dos



estudos, em condi¢des de laboratério, sdo conduzidos com umidade relativa entre
60 e 80%.

As larvas possuem cor que pode variar entre branco e amarelo, sdo apodes e
possuem a cabeca retratil (Malavasi & Zucchi, 2000). Em A. fraterculus, este estagio
pode durar de 11 a 14 dias, sendo mais rapido em temperaturas entre 25 e 30 °C,
passando as larvas por trés instares (Salles, 2000).

Normalmente, nos tefritideos, o final do terceiro instar é caracterizado pela
auséncia de alimentacdo e saida da larva do fruto, a qual é determinada por
caracteristicas internas como o pH, a temperatura e o grau de maturagao (Malavasi
& Zucchi, 2000).

Em ambiente natural as larvas empupam a uma profundidade variavel,
dependente da compactagao do solo, podendo chegar a, no maximo, 18 cm, (Salles,
1995). Os puparios tém forma eliptica e coloragédo em tons castanhos (Malavasi &
Zucchi, 2000).

Anastrepha fraterculus é uma espécie multivoltina, apresentando, no minimo,
seis geragdes anuais 0 que possibilita ser encontrada durante todos os meses do
ano e, como n&o ocorre diapausa, a presenga dos individuos ao longo do ano

depende da existéncia de hospedeiros favoraveis (Salles, 1995).

2.3 Hospedeiros de Tephritidae

Segundo Salles (1995), no extremo sul do Brasil, A. fraterculus foi registrada
infestando 24 espécies de frutiferas. O autor classificou as mesmas em dois grupos:
hospedeiros multiplicadores, os quais permitem o desenvolvimento de grandes

quantidades de moscas-das-frutas e alternativos, os que sado infestados
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ocasionalmente. Dessa forma, considerou 15 fruteiras como hospedeiros alternativos
e nove como multiplicadores, sendo cinco destes pertencentes a Myrtaceae, o que
demonstra a importancia desta familia como hospedeira de moscas-das-frutas no
Sul do Brasil.

Na regido Sul do Brasil, A. fraterculus € abundante nos pomares de citros e
rosaceas, predominando sobre outras espécies de moscas deste mesmo género e
sobre a mosca-do-mediterraneo, C. capitata (Salles, 1995).

As frutiferas referidas como preferenciais sao pessegueiro (Prunus persica
L.), ameixeira (Prunus spp. Lindl.), guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa Berg),
goiabeira (Psidium guajava L.), cerejeira (Eugenia involucrata DC.), aragazeiro
(Psidium spp.), entre outras, e como hospedeiros alternativos a jabuticabeira
(Myrciaria trunciflora Berg), os citros (Citrus spp.), a pitangueira (Eugenia uniflora L.),
a macieira (Malus domestica L.) e o mamoeiro (Carica papaya L.) (Salles, 1995;
Veloso et al., 1998; Nascimento et al., 2000).

Com relagao a familia Rutaceae, a classificagao de Salles (1995) enquadrou a
laranja-japonesa (Fortunella japonica Swingle) como hospedeiro multiplicador e
outras seis espécies de citros, laranja-azeda - Citrus aurantifolia Swingle, laranja-
crioula — C. sinensis (L.) Osbeck, laranja-de-umbigo — Citrus sp., laranja-Valéncia —
C. sinensis., lima — C. limmetioides Tan. e limao-crioulo — C. lemon (L.) Burm, como
alternativos.

O cultivo de citros geralmente favorece a proliferagdo desses tefritideos, pela
existéncia simultinea no pomar, ou em pomares proximos, de espécies e/ou
variedades com frutas em diferentes fases de desenvolvimento (Souza Pinto, 1988).

A existéncia de uma grande diversidade de hospedeiros, com frutos amadurecendo
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em diferentes periodos do ano, favorece o estabelecimento e a manutencao da alta
densidade de mosca-das-frutas (Malavasi & Zucchi, 2000).

Segundo Sugayama et al. (1997), A. fraterculus se dispersa da vegetagao
nativa para dentro dos pomares de macieira em busca de sitios de oviposicao.

A importancia das moscas-das-frutas em citros, conforme Malavasi et al.
(1994), pode variar de acordo com a regido produtora e o cultivar. Estes ultimos
autores ainda afirmam que, grande parte dos danos causados em citros € devido a
incursao de adultos nos pomares, originarios de outros hospedeiros localizados em
areas adjacentes ao pomar.

Ha registros que certas espécies de moscas-das-frutas parecem nao estar
bem adaptadas aos citros, em fungcdo da presenga de glandulas com O&leos
essenciais na casca. Segundo Greany et al. (1983), quando a oviposigao é realizada
dentro dessas glandulas de oleo, o percentual de eclosdo dos ovos é muito
pequeno, sendo este fator citado como responsavel por grande mortalidade de
larvas de primeiro instar de A. suspensa, em pomelos (C. paradisi Macfad.).

Nos estudos desenvolvidos por Nascimento et al. (1984), a viabilidade pupal
média de Anastrepha spp. foi de 1,88% para as larvas criadas em frutos de citros e,
de 71,1% para aquelas provenientes de frutos de mirtaceas. Experimentos
realizados por Aluja et al. (2000) indicaram que a raga mexicana de A. fraterculus,
sob condi¢des naturais, ndo utiliza citros como hospedeiro.

Em pomares de macieira, no municipio de Cacador, Santa Catarina,
Sugayama et al. (1997) registraram o comportamento de forrageamento e oviposigao
de A. fraterculus nas cultivares Gala, Fuji e Golden Delicious. Os autores referiram

que, para os trés cultivares, um pequeno percentual de ovos teve viabilidade, com
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poucos individuos alcancado o estagio adulto. Apesar disso, A. fraterculus é
considerada a principal praga das macieiras, podendo causar perdas de 2-3% em
pomares comerciais, devido aos danos causados pelas puncturas na epiderme dos

frutos.

2.4 Monitoramento de espécies do género Anastrepha

A informagdo obtida com a captura das moscas nas armadilhas de
monitoramento € a chave para tomada de decisdes do inicio e término da aplicagao
de medidas de controle, assim como para avaliar a eficacia da estratégia aplicada
(Epsky & Heath, 1998). O monitoramento das moscas-das-frutas possibilita conhecer
a flutuagao populacional dos adultos e a deteccédo dos focos iniciais de infestagao,
auxiliando nos programas de manejo e controle da praga (Mendonga et al., 2003).

A ocorréncia das moscas nos pomares pode ser monitorada, segundo Lima et
al. (2001), com a utilizacdo de armadilhas contendo atrativos alimentares como a
proteina hidrolisada, o melaco de cana, os sucos de frutas, o agucar mascavo, o
vinagre de vinho e a torula, sendo que o resultado dos experimentos realizados
pelos autores demonstrou que o melago de cana a 10% atraiu, em maior proporgao,
espécies do género Anastrepha.

Em pomares de citros, segundo Moraes et al. (1988), os atrativos mais
eficientes para Anastrepha sp. foram melago de agucar (7%), melago de sorgo (7%)
e vinagre de laranja (25%), enquanto os sucos de laranja e de maracuja a 25%, o
vinagre de vinho tinto (25%) e o acucar cristal (4%) n&o apresentaram boa
atratividade na captura das moscas. De acordo com Veloso et al. (1994), também

em pomares de citros, o suco de maracuja (30%) foi o que evidenciou uma maior
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atratividade, seguido dos sucos de seriguela (30%), laranja (50%), solugcéo de
acucar mascavo (10%) e sucos de manga, goiaba e jabuticaba, todos na
concentragao de 30%.

Segundo Pereira & Martinez Junior (1986), em algumas culturas, como da
goiabeira, o uso de iscas atrativas se torna inviavel, devido a supremacia do odor
dos frutos in natura, em relacdo ao liberado pelos atraentes utilizados nas
armadilhas.

No Brasil, o monitoramento dos tefritideos é tradicionalmente realizado com a
utilizagdo de frascos caga-mosca (Morgante, 1991; Malavasi et al., 1994) sendo o
nivel de controle (NC) estabelecido através do numero de moscas capturado por
armadilha por dia (MAD). Entretanto, existe uma disparidade nas recomendagdes do
NC, levando-se em consideragdo o numero de MAD, de forma que a sugestao € de
0,5 MAD (Hickel, 1993); 0,8 MAD (Nora & Hickel, 1997) e 1,0 MAD (Nascimento &
Carvalho, 2000) para que sejam iniciadas as medidas de controle.

Mesmo diante de algumas dificuldades, como falta de seletividade e/ou pouca
eficiéncia dos atraentes alimentares, as armadilhas de monitoramento ainda séo
uma das melhores opg¢des para monitorar as populagdes das moscas-das-frutas nos
pomares.

Em areas tropicais, tem-se observado que a flutuagao temporal de moscas-
das-frutas esta relacionada, principalmente, a disponibilidade de plantas hospedeiras
e nao as variaveis climaticas (Corsato, 2004). A presenga de plantas hospedeiras e
o estagio de maturagdo dos frutos sdo os principais fatores relacionados as
flutuagdes populacionais (IB, 2002). Segundo Malavasi & Morgante (1981), o pico

populacional de A. fraterculus ocorre proximo ao final do periodo de frutificagao.
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Bleicher et al. (1982) observaram que a maior incidéncia dessa espécie se deu de
janeiro a fevereiro, em pomares de macieira no municipio de Fraiburgo, Santa
Catarina. Em pomares de ameixeira e pessegueiro no municipio de Videira, nesse
mesmo Estado, Hickel & Ducroquet (1993) constataram que o periodo de maior

ocorréncia de A. fraterculus foi em dezembro.

2.5 Controle de moscas-das-frutas

O controle das moscas-das-frutas, principalmente de Anastrepha spp.,
permaneceu técnica e conceitualmente estagnado nas ultimas décadas, resumindo-
se a utilizacdo de armadilhas McPhail com atraentes para monitoramento e de iscas
téxicas para o controle (Kovaleski et al., 2000).

No Brasil, atualmente, a forma de controle das moscas-das-frutas mais
utiizada ainda € a quimica, empregando-se inseticidas fosforados, os quais
possuem elevada toxicidade e caréncia, além de n&o serem seletivos aos inimigos
naturais (Kovaleski & Ribeiro, 2003; Scoz et al., 2004). Nos cultivos de goiabeira,
fruteiras de carogo, maracujazeiro-doce, dentre outros, sdo empregadas
pulverizacbes de cobertura total, enquanto em &areas de citros, a isca toxica é
preferida (Raga & Sato, 2006). Segundo Nondillo et al. (2007), em experimentos
conduzidos em vinhedos comerciais, os inseticidas neonicotindides, acetamiprido e
tiametoxam, e o fosforado, fentiona reduziram a ocorréncia de danos nas bagas em
niveis préoximos a 90%. Os principios ativos registrados no Ministério da Agricultura
do Brasil (AGROFIT) para o controle de A. fraterculus séo deltametrina, dimetoato,

fenitrotiona, fentiona, fosmete, malationa, metidationa e triclorfom (Brasil, 2009a).
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Com a mudanca do perfil do consumidor, particularmente os de fruto in
natura, exigindo alimentos com niveis reduzidos ou isentos de residuos de
agrotoxicos e da conscientizagado da populagdo humana sobre os riscos ambientais
causados por tais produtos, a pesquisa cientifica tem buscado alternativas ecoldgica,
social e economicamente viaveis para o controle desses e de outros insetos-praga
(Carvalho et al., 2000).

Diante deste cenario, os produtores tém adotado algumas medidas que visam
a reducao das pulverizagbes convencionais, tais como, mudangas nas praticas de
cultivo, monitoramento dos pomares, ensacamento dos frutos, bem como a
preservagao dos inimigos naturais, que atuam na regulagdo da populagao da praga
(Lemos et al., 2002).

De acordo com a Instrugdo Normativa (IN) n° 64 de 18 de dezembro de 2008,
em pomares mantidos sob o sistema organico de produgao, s6 podem ser utilizadas
substancias e praticas para manejo e controle de pragas e doengas nos vegetais,
aquelas que estao relacionadas no ANEXO VIII desta IN, desde que autorizadas
pelo Organismo de Avaliagdo da Conformidade Organica (OAC) e/ou pelo
Organismo de Controle Social (OCS) (Brasil, 2009b).

Entre as substancias que podem ser utilizadas, os 6leos e extratos de plantas,
principalmente os obtidos de espécies de Meliaceae, como o nim (Azadirachta indica
A. Juss.) e o cinamomo (Melia azedarach L.), se destacam pelas eficientes
propriedades inseticidas (Mordue & Nisbet, 2000). Van-Randen & Roitberg (1998)
demonstraram os efeitos negativos do nim sobre a maturagdo e a viabilidade de

ovos de Rhagoletis indifferens (Curran) (Diptera: Tephritidae). Salles & Rech (1999)
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constataram efeito sobre A. fraterculus, através da reducdo da postura e do
desenvolvimento larval e pupal, com a utilizacdo de extratos de nim e de cinamomo.

A rotenona € um isoflavondide presente em plantas da familia Leguminosae,
ocorrentes na América do Sul, tais como Lonchocarpus utilis (Smith) e Lonchocarpus
urucu (Killip & Smith), onde sao popularmente conhecidas como timbo ou cube. Essa
substancia também esta presente em plantas do género Derris, na Asia, como Derris
elliptica (Wallich) Benth e Derris malaccensis (Benth.) Prain, originarias da Malasia e
do sul da india, onde o produto seco é conhecido por derris ou tuba (Caminha Filho,
1940; Stroll, 1986; Buss & Park-Brown, 2002; Kathrina & Antonio, 2004; Wiesbrook,
2004).

As caracteristicas inseticidas da rotenona ja eram conhecidas desde o século
XIX (Caminha Filho, 1940). Esta substancia apresenta amplo espectro de agéo por
contato e ingestdo, mas se decompde rapidamente pela acdo da luz e calor,
apresentando curto periodo residual (uma semana a menos) (Aguiar-Menezes,
2005). Segundo o mesmo autor, a rotenona nao é téxica para as abelhas e moscas
predadoras (Syrphidae) de pulgdes. E usada no controle do coledptero crisomelideo,
Leptinotarsa decemlineata (Say) (Hamilton & Lashomb,1997) e como inseticida
contra pulgas, lagartas e espécies de coledpteros pragas do aspargo, batata e
framboesa (Buss & Park-Brown, 2010).

A calda sulfocalcica (mistura de enxofre, cal virgem e agua), tradicionalmente
utilizada para o controle de doengas e insetos-praga, é conhecida como um
fungicida protetor a base de enxofre, recomendada nos tratamentos erradicantes de
inverno, em plantas de clima temperado (Kimati, 1995). Resultados encontrados por

Silva (2005) evidenciaram que a aplicacao de calda sulfocalcica, em pomares de
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laranjeira Céu e tangoreiro Murcott, deve ser utilizada nas situacbes em que a
infestacdo por moscas-das-frutas € baixa, ou seja, em média, menos de uma mosca
por dia, presente nas armadilhas de monitoramento.

Segundo Claro (2001), a calda também € utilizada como repelente de
diversas pragas, entre elas as moscas-das-frutas, em varias culturas, sendo
aplicada, empiricamente, para este fim por muitos agricultores. Entretanto, o autor
afirma que esses resultados deveriam ser analisados com metodologia experimental
adequada, ja que atualmente estas indicagbes, embora parecam eficientes, sdo em
funcao de observacdes isoladas, sem comprovacao cientifica.

Outro produto alternativo que vem ganhando destaque, principalmente como
repelente a insetos, € o extrato pirolenhoso, obtido a partir da condensagao da
fumaga nas usinas carvoeiras. Apesar de ser utilizado ha muitos anos,
especialmente no Japdo, sdo poucos os trabalhos que tém avaliado seus efeitos
sobre insetos-praga, tais como os de Azevedo et al. (2005), em Bemisia tabaci
(Genn.) (Hem., Aleyrodidae) e Morandi et al. (2006) em Argyrotaenia sphaleropa
(Meyrick) (Lep., Tortricidae).

Cabe salientar ainda que a utilizagdo de técnicas alternativas para o manejo
de pragas, que nao sejam impactantes ou reducionistas € fundamental para a

implantacao de sistemas produtivos equilibrados e sustentaveis (Gliessman, 2001).
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2.6 Comunicacao quimica em mosca-das-frutas

2.6.1 Sensilas antenais

Um fator importante no estudo das interacdes inseto-planta sdo as estruturas
de percepgao quimica presentes no corpo dos insetos. Essas estruturas, conhecidas
como sensilas, sdo encontradas nas antenas, podendo ocorrer também, em menor
numero, em outros apéndices da cabeca, como nas maxilas e nos palpos labiais
(Zacharuk, 1980; Zacharuk, 1985; Bruyne & Baker, 2008), nos tarsos e no ovipositor
(Giannakakis & Fletcher, 1985).

As sensilas podem ser estruturalmente categorizadas por sua morfologia
externa. Porém, normalmente a analise apenas da estrutura isolada é insuficiente
para determinar sua funcdo. Embora aparentemente a morfologia de algumas
sensilas possa parecer similar, a estrutura fina pode variar consideravelmente
dependendo da modalidade sensorial envolvida. De forma geral, no entanto, o
esquema de classificacdo das sensilas em insetos € muito similar. As sensilas
tricoides sdo longas, possuem de um a trés dentritos ndo ramificados, que sao
cobertos por uma densa cuticula. As sensilas basicdnicas sao curtas e apresentam
de um a trés dendritos ramificados também protegidos por uma cuticula muito
densa. As sensilas placoides sdo achatadas e tem de 2 a 50 dendritos ramificados.
As sensilas coleocbnicas sao frequentemente localizadas dentro dos poros
cuticulares e apresentam a superficie cuticular enrrugada. Porém, outra maneira de
categorizagao das sensilas € baseada na classificagao funcional, de acordo com as
respostas exibidas pelos receptores olfativos a determinado estimulo (Klowden,

2007).
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Altner & Loftus (1985), referiram que as células termo e higro-sensoriais
podem estar associadas a diversas formas de sensilas, como tricéides, basiconicas,
coleocodnicas e estilocbnicas, dificultando a identificagdo da presenca das mesmas,
levando-se em consideragdo apenas caracteres morfolégicos. De acordo com os
autores, isto se deve ao fato de que dificilmente elas sdo encontradas sozinhas,
existindo combinagcdes de células sensoriais de diferentes modalidades,
frequentemente encontradas juntas, como as termo e as higro-sensoriais. Conforme
os autores, uma sensila olfativa de Drosophila melanogaster Meigen (Diptera:
Drosophilidae) pode apresentar fungdes como de higrorecepgao e quimiorecepgao.

Segundo Zacharuk (1980), as sensilas quimioreceptoras podem ser
constituidas de um ou mais neurbnios sensoriais, que sdo responsaveis pela selegcao
e transmissdo dos estimulos quimicos aos ganglios cerebrais. As sensilas
responsaveis pela percepg¢ao quimica podem ser classificadas, de acordo com sua
ultraestrutura, em duas categorias: sensilas de parede dupla e de parede simples
(Zacharuk, 1980; Hull & Cribb, 1997).

De acordo com Stensmyr (2004), a cuticula das sensilas quimioreceptoras é
porosa e abriga uma cavidade preenchida com linfa, onde estdo localizados os
dendritos dos neurdnios receptores olfativos (NROs). Vogt & Riddiford (1981)
sugeriram que as moléculas de odor que entram nessa linfa, através dos poros
cuticulares, podem ser ligadas a proteinas transportadoras que as levariam até os
sitios receptores responsaveis pela indugcdo da acdo comportamental. Os mesmos
autores registraram a existéncia de proteinas especializadas que atuariam,
posteriormente, na degradagado dessas moléculas de odor, liberando os sitios

receptores para novos estimulos.
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Estudos com diversas espécies de tefritideos como o de Giannakakis &
Fletcher (1985), descreveram a morfologia e a distribuicdo das sensilas antenais de
Dacus tryoni (Froggatt). Este trabalho foi complementado por Hull & Cribb (1997)
com a descricado das ultraestruturas. Em relagéo a C. capitata, Levinson et al. (1987)
identificaram as sensilas presentes nos flagelos. Dickens et al. (1988) descreveram
as antenas e as sensilas de A. ludens, C. capitata, Dacus cucurbitae (Coquillett) e
Dacus dorsalis (Hendel). Miranda (2000) focou sua pesquisa na arista de C. capitata
e na importancia desta estrutura no comportamento de acasalamento.
Recentemente, Arzuffi et al. (2008) estudaram a morfologia das sensilas presentes

no flagelo antenal de Toxotrypana curvicauda Gerstaecker.

2.6.2 Interagoes de moscas-das-frutas com hospedeiros

Os comportamentos relacionados ao encontro e selecdo da planta hospedeira
pelos herbivoros sao questdes centrais no estudo das interagdes inseto-planta
(Joaquim-Bravo et al., 2001).

Os estimulos utilizados pelos insetos podem ser fisicos, como cor, forma e
tamanho, e/ou quimicos, como substancias atrativas (cairoménios) e repelentes
(alomdnios) das plantas. Varios outros fatores como textura, balango de nutrientes,
substancias secundarias, conteudo de agua e estagio fisiolégico da planta podem
influenciar na aceitagéo do hospedeiro pelo inseto (Joaquim-Bravo et al., 2001).

Os semioquimicos (principalmente cairoménios e aloménios) podem ser
liberados em diferentes fases de desenvolvimento da planta, por estruturas como

folhas, flores e frutos. O clima, o solo e o estagio fenoldégico do hospedeiro sao
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fatores que podem alterar a emissao dos volateis podendo sinalizar, ou nao, sitios
de alimentacao, acasalamento e/ou oviposicao.

Segundo Macku & Jennings (1987), a composi¢cao e a concentragdo dos
volateis variam de acordo com o estagio fenoldgico em que os frutos se encontram,
prevalecendo em cada fase de maturacéao, diferentes tipos de substancias. Os frutos
verdes possuem concentragdes maiores de cadeias curtas de alcodis e aldeidos,
enquanto nos maduros tém-se maiores concentragdes de ésteres.

Ao final do estadio de maturagdo, comecga a degradacgao dos frutos, elevando-
se a concentracido de ésteres e outros volateis, como a acetona e o 2,3-butanediol,
produzidos pela acéo de fungos e bactérias (Nout & Bartelt, 1998).

Os tefritideos possuem uma grande variedade de hospedeiros que liberam
uma ampla diversidade de compostos atrativos para as moscas adultas. Muitos
estudos tém sido realizados no sentido de identificar esses volateis, de fundamental
importancia quando se pensa na elaboracdo de iscas atrativas. Cruz-Lopez et al.
(2006), por exemplo, identificaram os compostos butirato de etila, butirato de
isobutila, butirato de isopentila, butirato de isopropila, butirato de propila, 1-hexen-3-
ol, benzoato de etila, hexanoato de etila e octanoato de etila presentes em caja,
Spondias mombin L. (Anacardiaceae). De argania, Argania spinosa L. (Sapotacea),
Bakri et al. (2006) isolaram 1-hexen-3-ol, (Z)-3-hexen-1-ol, hexanal e (E)-2-hexen-1-
ol. Segundo Siderhust & Jang (2006), entre os volateis presentes em amendoeira-
da-praia, Terminalia catappa L. (Combretaceae), os compostos metil-eugenol,
acetato de geranila, acetato de etila, hexanoato de etila, acetato de hexila, acetato
de linalila, nonanato de etila, acetato de nonila, cinamato de etila e (E)-B-

farneseno foram atrativos para B. dorsalis. De goiabas foram identificados os
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compostos (E)-3-hexen-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol, butirato de etila, acetato de hexila,
hexanoato de etila, (Z)-3-butirato de hexenila e octanoato de etila (Malo et al., 2005).
Em magndlia, Cornus florida L. (Cornaceae), hospedeiro de R. pomonella, Nojima et
al. (2003) encontraram o acetato de etila, 3-metilbutan-1-ol, acetato de isoamila,
dimetiltrisulfito, octan-1-ol e cariofileno. Em maca, outro hospedeiro de R. pomonella
foram identificados os compostos butanoato de butila, hexanoato de propila,
hexanoato de butila, butanoato de hexila e hexanoato de pentila (Zhang et al.,
1999).

Tefritideos adultos podem detectar volateis de frutos a varios metros de
distancia e utilizar estes estimulos olfativos para se orientar em direcao a planta
hospedeira (Robacker et al.,1990a; 1990b, Aluja & Prokopy, 1992). Apds o encontro,
a escolha do fruto € baseada na cor, forma, tamanho e volateis emitidos pelo mesmo
(Fletcher & Prokopy, 1991). Em Tephritidae, tem sido demonstrado que os odores
dos frutos hospedeiros influenciam a oviposigéo, a alimentagao e a copula (Fletcher
& Prokopy, 1991; Landolt et al., 1992).

Os odores podem resultar em uma maior ou menor atratividade, em
decorréncia da idade, status de cépula e experiéncia dos insetos com o hospedeiro
(Robacker et al., 1990a; Cornelius et al., 2000). Garcia-Ramiréz et al. (2004)
avaliaram a resposta de A. ludens aos volateis de manga e laranja, verdes e
maduras. Os autores constataram que machos e fémeas copulados foram
significativamente (P < 0,05) mais atraidos aos frutos das duas espécies quando
estavam verdes, enquanto os nao copulados foram mais atraidos aos maduros.

Resultados encontrados por Kendra et al. (2005), envolvendo o efeito da

idade em relagédo as respostas eletroantenograficas (EAG) de A. suspensa a duas
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substancias atraentes, indicaram que as fémeas desta espécie apresentaram maior
sensibilidade a amoénia, quando estavam sexualmente imaturas e, ao didéxido de
carbono, quando estavam maduras. Entretanto, em ensaios comportamentais, os
autores verificaram que tanto as fémeas imaturas, quanto as maduras, foram
atraidas pela ambnia. Segundo os autores, esta substancia €& liberada
principalmente, quando alguns alimentos protéicos estdo em estagio de
decomposicao, atraindo naturalmente as moscas para estes recursos. Os autores
também observaram que a amodnia tornou-se menos atrativa quando sua
concentragao foi aumentada, podendo ter efeito de repeléncia para as moscas.

Epsky & Heath (1998) verificaram que os compostos 3-metilbutan-1-ol e
amonia, presentes em Enterobacter agglomerans (Beijerinck) foram atrativos para
fémeas de A. suspensa em bioensaios em tunel-de-vento. Os autores referiram que
os dois compostos tiveram o mesmo sucesso na atratividade das moscas, porém, a
combinacao dos dois foi mais atrativa do que a amoénia isolada.

Efeitos aditivos e sinérgicos provenientes da combinagdo de odores de
plantas hospedeiras com ferombnios, ou odores produzidos por fermentagao
bacteriana, também foram referidos para outros tefritideos como C. capitata (Dickens
et al., 1990); T. curvicauda (Landolt et al., 1992) e Rhagoletis pomonella (Walsh)

(MacCollom et al., 1994).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criacgao artificial de Anastrepha fraterculus

Os experimentos foram conduzidos com individuos de A. fraterculus,
provenientes da criacdo mantida no Laboratério de Biologia, Ecologia e Controle
Bioldgico de Insetos (BIOECOLAB), do Departamento de Fitossanidade, Faculdade
de Agronomia da UFRGS, utilizando mamao var. papaia (Carica papaya L.)
(Caricaceae) como substrato para oviposi¢cao e desenvolvimento larval. Os insetos
eram criados em camara climatizada, com temperatura de 25 = 2 °C, umidade
relativa de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas.

A criacao foi estabelecida a partir de larvas da mosca-das-frutas oriundas de
frutos da goiabeira, pitangueira, aragazeiro e guabirobeira, coletados no campus da
Faculdade de Agronomia da UFRGS e no Centro Agricola Demonstrativo (CAD) da
Secretaria Municipal da Producgao, Industria e Comércio (SMIC) de Porto Alegre,
ambos localizados no municipio de Porto Alegre.

Os frutos infestados eram colocados sobre areia esterilizada, dentro de caixas
plasticas (50 cm x 35 cm x 10 cm) cobertas com tecido voile, até que as larvas
atingissem o estagio de pupa. A areia era periodicamente peneirada para remogao
dos puparios, que eram colocados em placas de Petri (10 cm x 2 cm) sobre papel

filtro umedecido com agua destilada e mantidas dentro de gaiolas (15 cm x 15 cm x
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15 cm) até a emergéncia. Os adultos eram transferidos em grupos de até 200
individuos para as gaiolas de criacao (50 cm x 50 cm x 60 cm), recebendo como
alimento dieta artificial, a base de agucar mascavo, germe de trigo e proteina de soja
(3:1:1, respectivamente) e agua. A partir do vigésimo dia de vida, a cada 24 horas,
em cada gaiola eram colocados mamdes papaias verdes, que serviam como
substrato para oviposicdo. Os mamdes retirados eram individualizados em
recipientes plasticos (30 cm x 30 cm x 20 cm) contendo areia e cobertos com tecido
voile até obtencédo dos puparios. Os adultos obtidos desta geragédo foram utilizados
nos experimentos.

De cada lote de adultos provenientes do campo, eram amostrados 10
individuos para confirmacdo da espécie (A. fraterculus), com base na chave

proposta por Zucchi (2000).

3.2 Descricado e morfometria de estruturas antenais de Anastrepha
fraterculus

As antenas de machos e fémeas de A. fraterculus com até um dia de idade,
foram preparadas utilizando o protocolo de preparagao de amostras bioldgicas para
microscopio eletronico de varredura (MEV) (Azevedo et al., 2008) no Centro de
Microscopia Eletrénica da UFRGS. As cabecas das moscas foram removidas e
transferidas para uma solugao fixadora, composta de 1,2 mL de glutaraldeido a 25%,
5,0 mL tampéo fosfato 0,2 M e 3,8 mL de agua destilada onde permaneceram por
um periodo de 15 dias. Ao final deste periodo, o material passou por trés lavagens,
uma a cada 30 min, com uma solugéao tampéao fosfato 0,2 M e agua destilada (1:1).

Foi realizada a desidratagao gradual em sete etapas, com acetona em diferentes
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concentragdes. Nas quatro primeiras, as concentragdes foram de 30, 50, 70 e 90% e
na sexta, 100%, com duragdo de 10 min cada. Na quinta e na sétima, a duragéao foi
de 20 min e a concentragdo de 90 e 100%, respectivamente. A dessecagdo do
material foi realizada em aparelho de ponto critico (Balzers CPD030) e metalizagéo
com ouro (SPUTTER COATER - Balzers SCD050). As antenas assim preparadas
foram visualizadas em MEV JEOL - JSM 6060 utilizando-se aceleragao de voltagem
de 10 kW. As estruturas foram identificadas e fotografadas em aumentos de 150x,

800x, 2700x e 9500x e mensuradas com o auxilio do software Image Tool 3.0.

Avaliaram-se o comprimento na regido central do escapo, do pedicelo e do
flagelo e a largura, no ponto de maior didametro de cada segmento. Na arista mediu-
se apenas o comprimento. Utilizaram-se seis pares de antenas de diferentes

individuos, de ambos 0s sexos.

O flagelo foi analisado em vista dorsal e ventral registrando-se a densidade
das sensilas em trés regides pré-estabelecidas: proximal, mediana e distal cujas
areas médias tinham, respectivamente, 49, 49 e 35 uyM? (Figura 3A). Para tanto, um
par de antenas foi fixado em stubs totalizando seis repeticdes de cada superficie

para cada sexo.

Foram registradas imagens de 1.657 uM? de seis pontos (Figura 3B), trés na
superficie dorsal e trés na ventral de cada ter¢o do flagelo, em ambos os sexos. A
densidade média de cada tipo de sensila e microtriquia foi obtida pela contagem do
numero de estruturas presentes nas referidas areas. O calculo da densidade média
foi obtido através da soma dos valores das seis areas (9.942 pM?), tendo em vista

que nao foram constatadas diferencas no numero de estruturas entre as areas e os
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sexos. A estimativa do numero total de sensilas e microtriquias foi obtida pela soma
do numero médio das mesmas presentes nas regides proximal, mediana e distal das
superficies dorsal e ventral dos flagelos. Para obtengédo desses valores utilizou-se a
formula NTSr x Sr / SPA, onde NTSr é a média do numero total de sensilas e
microtriquias na regiao r considerada (proximal, mediana ou distal), Sr é a area da
regidao r e SPA ¢é a constante 9.942 UM?, que representa a soma de seis unidades de
area amostral idénticas (1.657 pMZ) Os dados foram comparados por ANOVA e/ou

Kruskal-Wallis, a 5% de significancia, utilizando o software BioEstat v.5.0.

proximal

mediana

distal

FIGURA 3. Estruturas antenais de Anastrepha fraterculus em vista dorsal do
flagelo: (A) flagelo dividido em trés regides proximal, mediana e
distal, os nove reténgulos representam as areas amostrais em
cada regiao; (B) detalhe da area amostral onde os pontos de
mesma cor representam um mesmo tipo de estrutura.
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3. 3 Produtos e extratos utilizados nos bioensaios

3.3.1 Produtos fitossanitarios

Os produtos fitossanitarios utilizados nos bioensaios eletroantenograficos e
comportamentais foram o nim (Organic Neem®), a rotenona (Rotenat®), a calda
sulfocalcica e o extrato pirolenhoso (BioPirol 7M®), adquiridos, respectivamente, dos
fabricantes, Dalquim, Natural Rural, Sul Fertilizantes e BioCarbo.

Os tratamentos consistiram de nim (0,5%), rotenona (0,6%), calda sulfocalcica
(1%) e o extrato pirolenhoso (0,4%), todos diluidos em agua destilada e preparados
no mesmo dia da realizagdo dos bioensaios nas concentragdes recomendadas pelos

fabricantes.

3.3.2 Extratos etandlicos dos frutos

Os frutos utilizados na preparacdo dos extratos foram goiaba (Psidium
guajava L. var. Paluma), laranja (Citrus sinensis (L.) Osbeck var. Céu), maca (Pyrus
malus L. var. Fuji), e péssego (Prunus persica L. var. Chimarrita). Os frutos de cada
uma das espécies foram coletados em dois estagios, verde e maduro, em pomares
livres de aplicagdo de produtos fitossanitarios. As goiabas e os péssegos foram
coletados em Porto Alegre, RS, em 14/1/08 e 19/3/08, e em 10/9/07 e 17/12/07,
respectivamente. As laranjas-do-céu, em Ivoti, RS, em 29/3/07 e 15/5/07 e as
macas, em Ipé, RS, em 14/2/08 e 24/4/08. Os frutos coletados foram acondicionados
em recipiente térmico e transportados para o laboratorio.

A extracdo dos volateis foi realizada através da técnica de headspace
dindmico (Figura 4). Os frutos foram acondicionados em um recipiente de vidro de

500 mL, com duas aberturas superiores, sendo uma para entrada e outra para a
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saida de ar. Na entrada de ar foi acoplado um cilindro de carvéo ativado (filtragem
do ar) e na de saida, um cartucho contendo adsorvente organico (SPE-ed C8), o
qual fez a adsorgao dos volateis. A circulagao de ar no sistema era mantida por meio
de uma bomba de vacuo com fluxo de 4 m/s, durante o periodo de 24 horas. Todo o
sistema foi hermeticamente fechado com filme de PVC. Os volateis foram desorvidos
em 2 mL de etanol P.A. e foram armazenados a -5 °C, até o momento dos
bioensaios. Apds este procedimento, foram registradas as medidas de massa, altura
e largura de todos os frutos utilizados na extragéo. Para padronizagédo da superficie
de liberacao de volateis foram calculadas as areas superficiais dos frutos utilizando-

se medidas de altura e largura.

FIGURA 4. Sistema de headspace dinadmico: (A) recipiente contendo frutos de
goiaba; (B) filtro de carvao ativado; (C) bomba de ar; (D) cartucho
contendo adsorvente organico.
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3.3.3 Avaliagao do estagio de maturagao dos frutos

A avaliagdo dos estagios de maturagdo dos frutos, verde e maduro, foi
realizada no Laboratério de Fisiologia Pos-colheita (Departamento de Horticultura e
Silvicultura) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, utilizando-se trés
parametros: solidos soluveis totais (SST), acidez total titulavel (ATT) com hidréxido
de sddio e colorimetria da superficie da casca dos frutos.

Os solidos soluveis totais (SST) foram determinados através da medigdo dos
solidos soluveis contidos no suco dos frutos, extraido manualmente ou com o auxilio
de um microprocessador de frutas (Walitta®), homogeneizado, e, em seguida,
depositando uma gota deste suco puro no refratbmetro manual, expressando-se os
resultados em ° Brix.

A acidez total titulavel (ATT) foi determinada por titulometria, utilizando-se
para o calculo da acidez a formula: % A =V x 0,1 N x 0,064 x 100 / G, onde, A =
acidez total em gramas (% de acido citrico); V = volume de NaOH utilizado; N =
NaOH (0,1 N); 0,064 = fator para expressar a acidez em acido citrico, em meq; G =
massa da amostra (6 g) ou volume da amostra. O pH inicial da amostra foi registrado
com peagametro digital, antes do inicio do procedimento de titulometria.

A coloracao da superficie da casca dos frutos foi medida com o auxilio do
colorimetro, Minolta® CR-400 realizando-se quatro leituras, em lados opostos na
regidao equatorial das frutas. Como escala de medida de cores utilizou-se o padréao
C.LLE. L*a*b*, onde a coordenada L* expressa o grau de luminosidade da cor medida
(L* = 100 = branco; L* = 0 = preto). A coordenada a* expressa o grau de variagao
entre o vermelho e o verde (-a* = mais verde; +a* = mais vermelha) e a coordenada

b* expressa o grau de variagado entre o azul e o amarelo (-b* = mais azul; +b* = mais
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amarelo). Os valores a* e b* foram usados para calcular o angulo Hue ou matiz (°h*
= arcotangente (b*;a*).180/11) que € uma medida padronizada de coloragao.

Os valores de pH, ° Brix, angulo Hue e acidez total titulavel obtidos de frutos
verdes / maduros foram, respectivamente, 4,55; 2,26; 121,03 e 0,42 / 4,14; 9,25;
80,68 e 0,79, para goiaba; 6,20; 10,15; 116,75 e 0,09 / 5,81; 13,76; 80,56 e 0,11,
para laranja; 3,63; 11,26; 66,75 e 0,512 / 4,11; 15,50; 73,01 e 0,31, para maca e

4.41; 8,5; 109,83 € 0,35/ 4,44; 12,10; 50,28 e 0,40, para péssego.

3.4 Bioensaios
3.4.1 Seletividade das antenas de Anastrepha fraterculus a produtos
fitossanitarios e a volateis de plantas

Foram avaliadas as respostas eletrofisioléogicas de antenas de machos e
fémeas de A. fraterculus em diferentes idades e status de copula aos produtos
fitossanitarios, nim, rotenona, calda sulfocalcica e extrato pirolenhoso, aos extratos
etandlicos de frutos verdes e maduros de goiabeira, laranjeira, macieira e
pessegueiro e as substancias, (E)-3-hexen-1-ol (97%; Sigma-Aldrich), (Z)-3-hexen-1-
ol (98%, SAFC; Supply Solutions), butirato de etila (99,7%; Fluka Analytical), acetato
de hexila (99,7%; Sigma-Aldrich), hexanoato de etila (99 %; Sigma-Aldrich), (Z2)-3-
butirato de hexenila (98%; SAFC Supply Solutions) e octanoato de etila (98%; SAFC
Supply Solutions).

Adultos de até 24 h de idade foram separados por sexo e/ou pareados, em
gaiolas feitas de garrafa PET, de 1,5 L, contendo dieta artificial (descrita no item 3.1)

e agua. Previamente a realizacdo dos testes, as moscas foram individualizadas em
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gaiolas plasticas (500 mL) ficando em jejum por 24 h, recebendo apenas agua
destilada.

As respostas eletrofisiolégicas foram avaliadas em fungdo do sexo; idade
fisiologica, sendo a pré-reprodutiva (PRE) com idade entre 5 a 10 dias e reprodutiva
(REP) com idade entre 25 a 30 dias e status de copula (virgens e acasaladas),
admitindo-se que as moscas que foram pareadas com até 24 h de vida e que
atingiram a idade reprodutiva nesta condigao, tiveram a cépula consumada. Foram
realizadas 15 repeticdes para cada tratamento, sexo, idade e status de copula.

As moscas foram decapitadas e suas antenas removidas no momento do
bioensaio. Padronizou-se utilizar somente as antenas do lado direito (vista superior).
Cada antena foi acoplada a um eletrodo de prata de dois filamentos utilizando-se gel
condutor (Spectra 360, Electrode Gel — Parker). O escapo foi fixado no filamento que
registra os estimulos e o apice do flagelo no filamento auxiliar. O eletrodo com a
antena foi inserido no pré-amplificador de voltagem do eletroantendgrafo e os
estimulos foram registrados com a sensibilidade de um milivolt (Figura 5). Aguardou-
se a estabilizacdo dos sinais por um periodo maximo de 5 min antes do estimulo.
Nos casos onde nao houve estabilizacdo dentro deste periodo, a antena foi
substituida por outra. Para cada antena testada foi realizada a aleatorizacdo da
ordem de oferecimento dos tratamentos, através de sorteio.

Aplicou-se, isoladamente, 5 uL de cada tratamento sobre papel filtro
sanfonado (3 cm x 1 cm) e, cada um destes, foi introduzido na extremidade de maior
didmetro de uma pipeta Pasteur, identificada com o nome de cada tratamento. Os
papéis filtro contendo os diferentes estimulos foram renovados a cada hora para que

a volatilizagao dos compostos nao interferisse nas respostas eletroantenograficas.
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FIGURA 5. Eletroantenégrafo utilizado nos bioensaios com Anastrepha fraterculus:
(A) eletrodo para acopladamento da antena; (B) pipeta contendo papel
filtro com o estimulo e (C) registro da resposta eletroantenografica da
antena estimulada.

As antenas das moscas foram estimuladas através de um fluxo continuo de ar
umidificado, no qual, no momento do registro eletroantenografico, com o auxilio da
pipeta Pasteur, foi adicionado um pulso de ar de um segundo contendo cada um dos
tratamentos, em intervalos de 1 min. Os sinais eletrofisiolégicos foram amplificados
(NL 1200; Syntech, Hilversum, The Netherlands) e observados através do programa
“Syntech — EAG”. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a 5%

de significancia e de regressdo (ETA-Squared - n?) utilizando-se o software SPSS

v.17.

3.4.2 Identificacdo das substancias nos extratos dos frutos
Os extratos que desencadearam as maiores respostas eletroantenograficas

(laranja verde, maga madura e goiaba madura) foram enviados para o Laboratério
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de Quimica Analitica Ambiental e Oleoquimica, do Instituto de Quimica, da UFRGS,
onde foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM). Foi injetado 1 yL de cada extrato em um cromatografo Shimadzu
modelo CG14A acoplado a um detector EM QP5050A. Foi utilizada uma coluna
capilar OV-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym), o gas de arraste foi o hélio com fluxo de 1
mL/min, split 1/10, m/z 40-350 amu, corte de solvente em 3 mim, detector de
voltagem 2 kV, velocidade de scan de 1000 amu/s. O tempo de duragao da rampa
de foi 23,33 min, iniciando a 50 °C aumentando 15 °C/min até 250 °C,
permanecendo nessa temperatura por 10 min. A identificagcdo dos compostos foi
realizada por comparagao entre os tempos de retengao dos compostos obtidos com

os tempos de retencdo dos padrdes presentes na biblioteca Wiley do cromatégrafo.

3.4.3 Seletividade e avaliagao de dose-resposta a compostos sintéticos

As antenas de fémeas de A. fraterculus foram estimuladas com as
substancias (E)-3-hexen-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol, butirato de etila, acetato de hexila,
hexanoato de etila, (Z)-3-butirato de hexenila e octanoato de etila nas concentracdes
de 1, 5, 25, 125 e 625 ug/pL, diluidas em hexano, preparadas com no maximo 24 h
de antecedéncia aos bioensaios eletroantenograficos. A avaliacdo do efeito dose-
resposta consistiu em estimular as antenas com 5 yL de cada substancia, nas
diferentes concentracdes, oferecidas separadamente, da menor para a maior dose.
A metodologia de preparagado das antenas e de oferecimento dos estimulos foi igual
a utilizada no bioensaio descrito no item 3.4.1. As respostas eletroantenograficas
foram normalizadas (%) considerando o tamanho das respostas ao solvente hexano.

Os limiares de dose-resposta foram obtidos através da comparacédo do tamanho das
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respostas eletroantenograficas para cada concentragdo. Considerou-se, desta
forma, em ordem crescente, a primeira concentragdo que diferiu significativamente
da dose mais baixa (1 pg/pL). Os dados foram analisados no software SPSS v.17
utilizando-se o modelo linear geral (GLM) de medidas repetidas, seguido da

aplicagdo do método da menor diferencga significativa (LSD; a = 0,05).

3.4.4 Viabilidade de puparios de Anastrepha fraterculus em frutos
tratados com os produtos fitossanitarios

Neste experimento foram utilizadas gaiolas de plastico, retangulares, de 350

cm®, sendo que na parte interna, no fundo da gaiola, foram fixadas, com cola

silicone, trés placas de Petri (5 cm x 1,5 cm), que serviram de suporte para os frutos,

e ao lado destas, trés tubos de vidro (2 cm x 4 cm) com rolos de algodao

odontolégico na abertura, contendo agua destilada e, trés placas plasticas (2,5 cm x

0,6 cm), com a dieta artificial descrita no item 3.1.

Os frutos utilizados no experimento foram adquiridos no Supermercado
Zaffari; maméo var. Papaia (Calyman) e goiaba var. Paluma (Agricola Lago). Os
frutos foram lavados com &agua destilada e secos a temperatura ambiente. Os
tratamentos consistiram dos produtos fitossanitarios, calda sulfocalcica (Sul
Fertilizantes) (1%) e extrato pirolenhoso (Biopirol 7M®) (0,4%), selecionados com
base nas maiores respostas eletroantenograficas observadas no experimento
descrito no item 3.4.1, além de agua destilada, como controle. Os frutos foram
submergidos por 5s em cada um dos tratamentos e secaram sobre papel absorvente

por até 2h. Os frutos, um de cada tratamento, foram colocados em gaiolas fechadas
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com tecido voile (Figura 6), e em cada uma foram inseridas 15 fémeas de A.

fraterculus, acasaladas, com idades entre 20 e 25 dias.

FIGURA 6. Goiabas tratadas com calda sulfocacica (S), extrato pirolenhoso (P)
e agua destilada (C) no interior de uma gaiola contendo 15 fémeas
de Anastrepha fraterculus acasaladas recebendo agua e dieta
artificial.

A posicdo dos frutos dentro das gaiolas foi aleatorizada. As moscas
permaneceram com os frutos por 48 h, sendo a mortalidade dos adultos registrada
nas 24 e 48 h. Ao final desse periodo os frutos foram removidos e acondicionados
em recipientes (500 mL), sobre areia esterilizada (1/3 do volume do pote), fechados
com tecido voile e mantidos em camara climatizada por 20 dias. Apds esse periodo,
os frutos foram removidos, a areia peneirada e a quantidade de puparios registrada.
Os puparios foram colocados em recipientes (500 mL), sob uma camada de areia
esterilizada (2 cm), permanecendo fechados com tecido voile, por um periodo de até

30 dias, registrando-se o numero de insetos emergidos e o0 sexo.
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De cada lote de frutos adquiridos no comércio, foram separadas seis
unidades, trés servindo de controle negativo e trés de controle positivo quanto a
possivel infestagdo ou ndo por alguma espécie de inseto. No controle negativo, os
frutos foram acondicionados em recipientes com areia esterilizada, cobertos por
tecido voile, por 30 dias, para verificacdo de uma possivel infestagao por larvas de
moscas-das-frutas. No positivo, os frutos foram colocados dentro de uma gaiola
matriz, com moscas acasaladas, e expostos a oviposicao por 48h. Apds esse
periodo, os frutos foram individualizados e transferidos para recipientes (500 mL)
com areia esterilizada e mantidos por 30 dias em camara climatizada. Ao final desse

periodo, a areia dos recipientes foi peneirada para a contabilizagdo dos puparios.

Todos os procedimentos foram realizados tanto com frutos de maméao quanto
de goiaba, com 18 repeticdes no delineamento inteiramente casualisado. O numero
de insetos emergidos de cada tratamento foi transformado pela equagéo x+1 e
submetido a analise de variancia (ANOVA) a 5% de significancia no software

BioEstat v.5.0.

3.4.5 Avaliagdo da atividade quimiotaxica de Anastrepha fraterculus a
substancias sintéticas

As respostas comportamentais de fémeas de A. fraterculus foram avaliadas

em gaiolas (30 cm x 30 cm x 30 cm) confeccionadas com placas de poliestireno

cobertas com tela de nailon no topo e em duas laterais (Figura 7), contendo no

interior um frasco de plastico (40 mL) com agua destilada e tampada com chumaco

de algodao (Figura 7A).
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Inicialmente, quatro discos de papel filtro (3 cm de diadmetro), foram
embebidos em agua destilada e secos em temperatura ambiente. Sobre estes,
isoladamente, foi pipetado 1 pL das substancias puras (Z)-3-hexen-1-ol, (E)-3-
hexen-1-ol e (Z)-3-butirato de hexenila, sendo que um dos discos recebeu apenas
agua (controle). Cada disco de papel foi colocado na parte superior da gaiola,
préoximo aos vértices superiores, sobre um anel de plastico transparente (2,5 cm de
didmetro X 1 cm de altura) (Figura 7B), conforme metodologia proposta por Prokopy

et al. (1998).

FIGURA 7. Gaiola de poliestireno com fémeas de Anastrepha
fraterculus: (A) frasco contendo agua destilada; (B) disco
de papel filtro.
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Foram avaliados quatro lotes, cada um com 40 fémeas acasaladas. Vinte e
quatro horas antes da realizagdo do bioensaio, as fémeas foram colocadas no
interior da gaiola recebendo apenas agua destilada. Foram realizadas, com
intervalos de 1h, quatro avaliacbes com cada lote, totalizando 16 repeticdes, ao
longo de quatro dias. Cada bioensaio durou 5min, durante os quais foi registrado o
numero de moscas que ficaram, por pelo menos, 30s sob cada disco de papel filtro.
Apos este periodo, os discos eram retirados e recolocados, rotacionando-os no
sentido horario, a cada hora, até que todos tivessem ocupado uma das quatro
posicdes na gaiola. Os discos foram substituidos a cada lote de mosca testado. As
substancias utilizadas nesse bioensaios foram as mesmas relacionadas no item
3.4.1. Os dados foram submetidos a analise de variancia (Kruskal-Wallis) a 5% de

significancia no software BioEstat v.5.0.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Descricao e morfometria de estruturas antenais de Anastrepha
fraterculus

As antenas de A. fraterculus possuem trés segmentos: escapo, pedicelo e
flagelo (Figura 8A), semelhantes as de outras espécies de tefritideos (Giannakakis &
Fletcher, 1985; Dickens et al., 1988; Hull & Cribb, 1997; Arzuffi et al., 2008). Na
regidao basal do terco proximal do flagelo encontra-se inserida a arista e, na
superficie lateral deste, observa-se um poro sensorial, como registrado por Dickens
et al.,, (1988) para A. ludens (Loew), C. capitata, D. cucurbitae (Coquillett) e D.
dorsalis (Hendel). O comprimento médio das antenas de fémeas (668,4 + 13,65 uM)
e de machos (640,9 + 15,00 uM) néao diferiu. O mesmo foi constatado em relagéo ao
comprimento e a largura do escapo, pedicelo, flagelo, assim como o tamanho da
arista que foi semelhante entre os sexos (Tabela 1).

Nas antenas de A. fraterculus foi possivel identificar sensilas do tipo tricoides,
basicdnicas, clavadas (I e Il), estilocénica, caéticas e microtriquias (Figura 8 B-H), as
quais nao diferiram em tamanho entre os sexos (Tabela 2). As sensilas tricoides,

basiconicas, clavadas tipo | e Il e estilocénicas foram encontradas apenas no flagelo.
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FIGURA 8. Estruturas das antenas de Anastrepha fraterculus. A - Vista geral da antena, arista (a);
escapo (e); pedicelo (p) e flagelo (f). B — Vista geral do escapo (e) e pedicelo (p) com
sensilas caéticas (ca). C — Sensila caética (ca) e microtriquias (mt). D-E — Sensilas nos
flagelos: tricéides (tr); basiconicas (bc); estiloconicas (es); clavadas tipo | (cl1) e tipo I
(cl2) e microtriquias (mt). F — Poros na superficie das sensilas basiconicas (bc). G —

Sensila estiloconica (es) com processos digitiformes. H — Microtriquias (mt) com sulcos
ao longo do comprimento.
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TABELA 1. Média (+ EP) do comprimento e da largura (uM), no ponto de maior
didametro, dos segmentos antenais de fémeas e de machos de
Anastrepha fraterculus (n=15).

Comprimento Largura
Fémeas Machos Fémeas Machos
Escapo 92,2 + 6,36* 95,7 + 3,55 162,2 + 6,83* 158,5 + 4,78
Pedicelo 140,2 £ 6,52 135,9 £ 6,04 192,4 + 8,44 184,5 + 4,56
Flagelo 436,0 £ 3,78 409,3 £ 7,37 188,9 + 6,83 190,8 + 3,88
Arista 1072,6 + 18,48 1079,0 £ 29,33 - -

* médias do comprimento e da largura nédo diferem significativamente entre os sexos (P > 0,05)

TABELA 2. Média (£ EP) do comprimento, e da largura (uM) por regido, das
sensilas nos flagelos de fémeas e machos de Anastrepha
fraterculus (n=15).

Comprimento Largura
Tipo de sensila
9 @ Regido 9 g
Tricoide 21,9 +0,67* 23,6 £0,4* Basal 1,9 £ 0,04 2,0 £0,05"
Apical 0,7 +0,03* 0,7 £0,01*
Basiconica 8,7 £0,03 9,3+0,24 Basal 1,2+ 0,03 1,4 + 0,04
Apical 0,8 £ 0,03 0,9 £ 0,03
Clavada tipo | 12,8 £ 0,25 13,9+0,29 Basal 1,4 £0,02 1,4 £0,02
Apical 1,8+ 0,04 1,6 £0,03
Clavada tipo Il 13,7 £ 0,41 12,6 £ 0,46 Basal 1,6 £ 0,08 1,5+0,03
Apical 1,4 £ 0,06 1,2+ 0,07
Estilocdnica 3,0 £ 0,06 3,6 £0,15 Basal 1,0 £ 0,02 1,1+£0,04
Apical 0,7 £0,02 0,6 £ 0,02

*médias do comprimento e da largura nas linhas n&o diferem significativamente entre os sexos (P > 0,05)
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As microtriquias foram constatadas nos trés segmentos antenais e na arista,
enquanto as caéticas, apenas no escapo e no pedicelo.

Giannakakis & Fletcher (1985) também registraram seis tipos de sensilas na
antena de D. tryoni. Entretanto, os autores, diferentemente do presente estudo,
referem dois tipos de sensilas tricoides (tipo | e 1) e apenas um tipo de clavada.
Dickens et al. (1988) utilizaram outros critérios para caracterizar as sensilas
encontradas em C. capitata, A. ludens, D. cucurbitae e D. dorsalis e referiram quatro
tipos: sensilas ndo porosas (NPS), sensilas porosas com sulcos (MPGS), sensilas
multiporos de parede espessa e de parede fina (MPS).

No flagelo de A. fraterculus, as sensilas tricoides, basicénicas e estilocOnicas
distribuiram-se por toda sua superficie, ja as clavadas ndo foram registradas na
regido distal (Tabela 3). Nao houve diferencga significativa (P > 0,05) entre 0 numero
de sensilas e microtriquias nas faces dorsal e ventral do flagelo e, entre os sexos (P
> 0,05), no entanto, variou entre as regides, distal, mediana e proximal. Foi estimado
o numero total médio de 803,33 sensilas tricoides, 815,03 basicbnicas, 72,83
clavadas |, 55,11 clavadas Il, 304,27 estilocdnicas e 4916 microtriquias nos flagelos
de A. fraterculus.

Levinson et al. (1987) e Arzuffi et al. (2008) encontraram quatro tipos de
sensilas nos flagelos de C. capitata e T. curvicauda, respectivamente, classificadas
como tricéides, basicbnicas, clavadas e estiloconicas. Em B. fryoni, Hull & Cribb
(1997) reconheceram os seguintes tipos: microtriquias nao inervadas, sensilas
multiporo de parede dupla (Mp-dw), sensilas multiporo de parede simples (Mp-sw) e

sensilas nao porosas com soquete inflexivel (Np-is). De acordo com os autores, as
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sensilas Mp-sw podem ser divididas em dois tipos, com base na espessura da
parede.
TABELA 3. Numero médio (+ EP) das sensilas e microtriquias antenais, nas

regides distal, mediana e proximal numa area de 9.942 uM? em
flagelos de Anastrepha fraterculus (n=12).

Tipo de Regiao

Sensilas/
Distal Mediana Proximal
microtriquea

Tricdide 97,9+ 3,61 a* 69,9+3,20b 228+2,46¢c
Basiconica 48,7+1,97 b 56,4 +£1,99b 73,8+2,85a
Clavada tipo | 0,0+0,00c 3,5+0,74 b 11,3+1,31a
Clavada tipo Il 0,0+0,00b 22+0,86b 9,0+1,78a
Estiloconica 18,56+1,67b 274 +177 a 209+1,85b
Microtriquia 332,6 £8,37b 367,1£9,74 ab 390,5+ 12,54 a

*médias seguidas de mesma letra nas linhas nao diferem significativamente (P > 0,05)

O escapo e o pedicelo sao recobertos por microtriquias, no entanto nesses
dois segmentos, também podem ser observadas sensilas caéticas, principalmente
na superficie distal e dorsal deste, préximo a regido de articulagdo com o flagelo.
Nao se verificou diferenga significativa entre 0 numero dessas estruturas presentes
no escapo e pedicelo de fémeas e machos de A. fraterculus (Kruskal-Wallis; P >
0,05; n=20).

As sensilas tricéides, no flagelo de A. fraterculus, sdo as mais longas (Tabela
2), assemelhando-se com as tricoides (Giannakakis & Fletcher, 1985; Levinson et
al., 1987 e Arzuffi et al., 2008) e as MP-sw (Hull & Cribb, 1997) e MPS de parede

grossa (Dickens et al., 1988), registradas em outras espécies de tefritideos. De
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acordo com Dickens et al. (1988), este tipo de sensila possui a superficie da regiao
distal recoberta com poros com aproximadamente 186-240 A de diametro.

O numero médio de sensilas tricoides foi superior na regido distal e
significativamente diferente (F = 147,66; gl = 2; P < 0,0001) entre as trés regides dos
flagelos de A. fraterculus (Tabela 3). Levinson et al. (1987) também registraram na
regido distal do flagelo de C. capitata, um numero maior de sensilas tricoides.
Dickens et al. (1988) observaram o mesmo para A. ludens, C. capitata, D. cucurbitae
e D. dorsalis. Por outro lado, Giannakakis & Fletcher (1985) encontraram este tipo de
sensila uniformimente distribuido por todo o flagelo de D. tryoni.

As sensilas tricéides, em C. capitata, apresentam poros cuticulares na regiao
distal, indicando a fungéo quimiorreceptora dessas estruturas (Levinson et al., 1987).
Dickens et al. (1988) verificaram que nessa mesma espécie, este tipo de sensila é
responsavel pela percepcdo do atraente trimedlure. De acordo com Levinson et al.
(1990), em fémeas de C. capitata as sensilas tricoides respondem ao feromonio
sexual do macho coespecifico. Embora no presente trabalho nido tenha sido possivel
observar os poros cuticulares na superficie desse tipo de sensilas, admite-se que,
devido a semelhanga morfolégica com as estruturas referidas por outros autores,
eles possam estar presentes.

As sensilas basiconicas apresentam uma curvatura que inicia proximo a base
e inumeros poros espalhados pela superficie (Figura 8F). Correspondem as sensilas
denominadas, respectivamente, por tricoide tipo 2 e Mp-sw de parede fina subtipo 1,
por Giannakakis & Fletcher (1985) e Hull & Cribb (1997). Dickens et al. (1988) as
referenciaram como sensilas multiporos de parede fina (MPS), com 0,1 uM de

espessura e, Arzuffi et al. (2008) como basiconicas de aparéncia digitiforme.
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As sensilas basicOnicas, embora encontradas por todo o flagelo de A.
fraterculus, sao significativamente (F = 31,13; gl = 2; P < 0,0001) mais numerosas na
regido proximal (Tabela 3), corroborando os resultados de Dickens et al. (1988) para
outros tefritideos. A funcdo dessas sensilas esta relacionada a percepcédo quimica
(Dickens et al.,1988; Hull & Cribb,1997).

As sensilas clavadas tipo | e Il de A. fraterculus, sao semelhantes entre si no
tamanho (Tabela 2) e na forma (Figura 8D e E). A distingdo entre ambas foi baseada
nas diferencas dos diametros entre o apice, sendo este maior nas sensilas do tipo |
(H = 35,13; gl = 2; P < 0,0001). Giannakakis & Fletcher (1985) registraram essas
sensilas, principalmente na regido proximal do flagelo em D. tryoni e verificaram que
as mesmas podem ter variagdo no comprimento e na largura do apice, de forma que
as mais longas teriam o diametro distal maior do que as mais curtas.

A regido proximal do flagelo, em A. fraterculus, apresentou um numero
significativamente maior (H = 27,97 e H = 23,13; gl = 2; P < 0,0001) dos dois tipos de
sensilas, clavadas | e I, em relagdo a regido mediana, o que também foi constatado
na estimativa do numero total. As mesmas nao ocorreram na regiao distal (Tabela
3). As sensilas clavadas do tipo | e Il registradas no presente estudo, correspondem
aquelas encontradas por Giannakakis & Fletcher (1985) e por Arzuffi et al. (2008) e,
as Mp-sw de parede fina sub-tipo 3 referidas por Hull & Cribb (1997). Em T.
curvicauda, Arzuffi et al. (2008) também constataram sensilas clavadas na regido
proximal do flagelo, proximo ao pedicelo. Segundo Dickens et al. (1988) e Hull &
Cribb (1997), em moscas-das-frutas estes tipos de sensilas sédo referidas como

quimiorreceptoras.
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As sensilas estiloconicas estao presentes em toda superficie do flagelo. No
entanto, seu numero foi significativamente maior (F = 6,83; gl = 2; P = 0,0036) na
regiao mediana (Tabela 3). Estas sensilas sao facilmente caracterizadas pela
presenca de processos digitiformes acima do tergco proximal (Figura 8G).
Correspondem as sensilas multiporos de parede dupla Mp-dw (Hull & Cribb, 1997),
multiporosas com sulcos — MPGS (Dickens et al., 1988) e estiloconicas (Giannakakis
& Fletcher, 1985; Levinson et al., 1987 e Arzuffi et al.; 2008) registradas em outras
espécies de Tephritidae. As sensilas estilocénicas, segundo Hull & Cribb (1997), em
B. tryoni, podem responder a odores e a mudangas de temperatura.

As sensilas caéticas foram observadas em A. fraterculus principalmente, nas
margens da regido distal do escapo e do pedicelo, estando ausentes no flagelo,
apresentando comprimento de 113,1 £ 7,96 uM. A base dessa sensila esta inserida
em um soquete e, ao longo de seu comprimento existem sulcos que se estendem da
base ao apice. As sensilas ndo porosas NPS (Dickens et al., 1988), as caéticas
(Giannakakis & Fletcher, 1985; Hull & Cribb, 1997) e as tricoides sem poros (Arzuffi
et al. 2008) sdo semelhantes as encontradas neste trabalho. Segundo Dickens et al.
(1988), esse tipo de sensila tem fungdo mecanorreceptora.

Microtriquias foram as estruturas mais abundantes, distribuindo-se no escapo,
pedicelo, flagelo e arista, representando aproximadamente 70% do numero total das
sensilas observadas no flagelo de A. fraterculus. Na regiao proximal do flagelo a
densidade dessas estruturas foi significativamente maior (F = 7,90; gl = 2; P =
0,0019) do que na regiao distal (Tabela 3). Apresentaram comprimento médio de
17,3 £ 0,43 uM e sulcos que se estendem da base até o apice. Correspondem as

microtriquias referidas por Levinson et al. (1987), Dickens et al.(1988), Hull & Cribb



48

(1997), Miranda (2000) e Arzuffi et al. (2008). Giannakakis & Fletcher (1985),

referiram as mesmas estruturas como microtriquias ndo inervadas.

4.2 Seletividade das antenas de Anastrepha fraterculus a produtos
fitossanitarios
Os resultados obtidos através do coeficiente ETA-Squared (n?) indicam que os
fatores produtos fitossanitarios, status de cépula e idade explicam, respectivamente,
17,0, 10,0 e 9,5% da variancia das respostas eletroantenograficas de A. fraterculus
(Tabela 4). Os demais fatores e as interagbes tiveram menor influéncia nas
variagdes observadas.
TABELA 4. Percentagem da varidncia das respostas eletroantenograficas de

Anastrepha fraterculus em fungdo do coeficiente ETA-Squared (n?),
para os tratamentos e suas interacdes e grau de significancia (P).

% da variancia

Tratamentos P
explicada
Produtos fitossanitarios (PF) 17,0 < 0,001
Status 10,0 < 0,001
Idade 9,5 < 0,001
Idade x Status 4,5 < 0,001
PF x Sexo 4,0 < 0,001
PF x Status 3,0 0,001

As respostas eletroantenograficas de adultos de A. fraterculus,
independentemente da idade, sexo e status de cépula, foram significativamente mais
altas (H = 77,183; gl = 4; P < 0,0001) aos estimulos com a calda sulfocalcica e o
extrato pirolenhoso do que com a rotenona e o nim (Figura 9). Verificou-se que os

machos exibiram respostas significativamente maiores do que as respostas das
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fémeas apenas para o tratamento com o nim (H = 97,130; gl = 9; P = 0,023),

confirmando o baixo poder explicativo (4%) da associagao entre os entre esses dois

fatores.
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FIGURA 9. Médias das respostas eletrofisiolégicas de Anastrepha fraterculus
aos tratamentos, agua, nim (Organic neem®) 0,5%, extrato
pirolenhoso (Biopirol 7M®) 0,4%, rotenona (Rotenat CE®) 0,6% e
calda sulfocélcica (Sul Fertilizantes) 1%. Barras com letras
distintas entre os tratamentos diferem significativamente Kruskal-
Wallis (P < 0,05) (n = 120).

Com o fator produtos fitossanitarios, isoladamente, pode-se explicar 17% das
variagoes nas respostas eletroantenograficas de A. fraterculus.

A calda sulfocélcica é um fertilizante foliar e fungicida, empiricamente utilizada
como repelente de algumas espécies de insetos, inexistindo trabalhos cientificos que
avaliaram sua acgao eletroantenografica. Segundo Abbot (1945), em condigbes de
campo, o efeito téxico da calda aos insetos e acaros € devido a liberagao de gas

sulfidrico (H»S) e enxofre coloidal, quando aplicada sobre as plantas.
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Segundo Matsumoto (2008), entre os metabolitos secundarios de plantas das
familias Brassicaceae, Alliaceae e Asteraceae, por exemplo, alguns tipos de
compostos organicos derivados do enxofre sdo de importancia consideravel, como o
glucosinolato, os acidos aminados derivados da cisteina e seus respectivos produtos
de decomposicdo. Segundo os autores, estes compostos podem influenciar a
diversidade dos organismos associados com as plantas que os possuem. De acordo
com Kylin et al. (1994 apud Burow & Wittstock, 2008), a presenga de enxofre
elementar na cuticula cerosa de gimnospermas e angiospermas pode estar
relacionada a defesa desses grupos de plantas. Ao contrario do que referiu
Matsumoto (2008), que alguns compostos sulfurosos volatilizados pela cebola,
Allium cepa L. (Liliaceae), possuem atratividade para insetos especialistas como
Delia antiqua (Meigen) (Diptera, Anthomyiidae). Gouinguené et al. (2005)
verificaram, em bioensaios eletroantenograficos, com a mesma espécie de diptero,
que as fémeas exibiram grandes respostas ao dissulfeto de dipropila (Pr2S,),
confirmando a importancia desse composto sulfuroso no comportamento de
oviposicao dessa espécie.

Desta forma, sugere-se que as respostas exibidas por A. fraterculus, aos
estimulos com a calda sulfocalcica, possam estar relacionadas com presenca de
receptores antenais com sensibilidade ao enxofre e/ou a compostos sulfurosos.

Outro produto utilizado no controle de insetos-praga em sistemas orgéanicos de
produgdo é o extrato pirolenhoso. Segundo Saigusa (2002), a eficiéncia inseticida
deste produto, depende da concentragdo, da matéria-prima e do método utilizado

para sua obtencéo.
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O extrato pirolenhoso utilizado no presente estudo é derivado da condensacao
da fumaca proveniente da queima do eucalipto. E constituido por agua (92,5%),
acidos acético (3,75%), formico (1,35%), e propidnico (0,30%), fendis (0,08%),
cresois (0,20%), guaiacol (0,13%), siringol (0,15%), cicloteno (0,05%) e maltol
(0,01%) (Biocarbo, 2010).

As maiores respostas eletroantenograficas de A. fraterculus ao tratamento
contendo Biopirol podem ser explicadas pela presengca do acido acético em sua
composigcao. Este composto € um conhecido atraente para diversas espécies de
moscas-das-frutas, sendo frequentemente utilizado como atrativo em sistemas de
monitoramento, podendo também ser resultante da fermentacdo acética dos
diferentes sucos utilizados nas armadilhas McPhail, desta forma tendo bioatividade
nas antenas das moscas.

Quando foi considerado o fator status de cépula, verificou-se que moscas
acasaladas exibiram respostas significativamente maiores do que as virgens (Z =
6,454; gl = 2; P < 0,0001). Segundo Robacker & Garcia (1990), a fisiologia das
moscas pode ser alterada a partir da cépula, modificando a percepgao olfativa nas
antenas, fazendo com que certos odores se tornem mais, ou menos, perceptiveis do
que outros como aqueles envolvidos na sinalizacado de atratividade ou de repeléncia.

Com relacdo a idade, moscas em idade pré-reprodutiva exibiram respostas
maiores do que aquelas em idade reprodutiva (Z = 6,282; gl = 2; P < 0,0001).
Verificou-se através do coeficiente ETA, 4,5% e 3% da variancia nas respostas
eletroantenograficas de A. fraterculus pode ser explicada, respectivamente, pela
associagao entre os fatores idade e status de cépula, e status de cépula e produto

fitossanitario (Tabela 4). Moscas virgens pré-reprodutivas exibiram respostas
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maiores do que as virgens reprodutivas apenas ao extrato pirolenhoso (H = 45,167;
gl = 9; P =0,025). No entanto, moscas pré-reprodutivas apresentaram respostas
significativamente maiores do que as acasaladas em idade reprodutiva, a cada um

dos tratamentos (H = 104,76; gl = 9; P < 0,0001) (Figura 10).
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FIGURA 10. Respostas eletrofisiolégicas de Anastrepha fraterculus pré-
reprodutivas e reprodutivas acasaladas aos tratamentos, agua, nim
(Organic neem®) 0,5%, extrato pirolenhoso (Biopirol 7M®) 0,4%,
rotenona (Rotenat CE®) 0,6% e calda sulfocalcica (Sul
Fertilizantes) 1%. Valores de probabilidade (P) estdo expressos
acima das barras. Kruskal-Wallis (P < 0,05) (n = 30).

Independente de outros fatores, as maiores repostas eletroantenograficas de A.
fraterculus foram obtidas mediante o estimulo com o extrato pirolenhoso e com a

calda sulfocalcica.
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4.3 Viabilidade de puparios de Anastrepha fraterculus em frutos tratados
com produtos fitossanitarios

Nos lotes dos frutos utilizados como controle negativo, de ambas espécies, nao
se observou a presenca de puparios. Naqueles que constituiram o controle positivo,
registrou-se o desenvolvimento de A. fraterculus.

O numero de puparios oriundos de goiabas tratadas com agua destilada
(controle), calda sulfocalcica e extrato pirolenhoso, néo diferiu entre os tratamentos
(H=3,311; gl = 2; P = 0,191), sendo o mesmo observado em mamdes (H = 2,345; gl
= 2; P = 0,309). Da mesma forma, nao foi constatada diferenga significativa entre o
numero de individuos emergidos, nos diferentes tratamentos, tanto entre os que se
desenvolveram nas goiabas (H = 0,890; gl = 2; P = 0,640) quanto nos mamdes (H =
1,959; gl = 2; P = 0,375). A viabilidade média dos puparios foi de 99, 70 e 71% para
goiabas, e de 84, 85 e 90% para os mamoes, tratados com agua destilada, extrato
pirolenhoso e calda sulfocalcica, respectivamente.

Silva et al. (2007) constataram uma reducdo nos danos de moscas-das-frutas
de 47 % em tangoreiro ‘Murcott’ e de 58% em laranjeira ‘Céu’, ambos tratados com
calda sulfocalcica. Resultado semelhante foi observado por Afonso et al. (2007), os
quais registraram uma redugdo de 79,1% de infestagcdo da cochonilha-parda,
Parthenolecanium persicae (Fabricius) (Hemiptera, Coccidae), em videiras tratadas
com calda sulfocalcica (0,5%). Bellon et al. (2009), verificaram efeito deterrente da
calda sulfocalcica (28,9%) na oviposicao do percevejo Vatiga manihotae (Drake)
(Hemiptera: Tingidae) em folhas de Manihot esculenta Crantz, em condigdes de

laboratério
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De acordo com Alves et al. (2006), o extrato pirolenhoso ndo apresenta acéo
repelente sobre o acaro Brevipalpus phoenicis (Geijskes,) (Acari, Tenuipalpidae),
sendo que o efeito acaricida somente foi registrado nas concentragbes 1:19, 1:38,
1:75 e 1:150 (extrato pirolenhoso:agua). Morandi Filho et al. (2006), avaliaram o
efeito do extrato pirolenhoso (Biopirol 7M®) sobre adultos de Trichogramma
pretiosum Riley (Hymenoptera; Trichogrammatidae), em condigbes de laboratério, e
verificaram que o produto ndo afetou a sobrevivéncia dessa espécie.

O presente estudo evidenciou que a calda sulfocalcica (1%) e o extrato
pirolenhoso (0,4%) nao apresentaram efeito deterrente, assim como n&o interferiram
no desenvolvimento de imaturos de A. fraterculus em frutos de goiaba e maméao.
Este resultado corrobora os encontrados por Efrom (2009), o qual também verificou
a ineficiéncia do efeito de deterréncia de oviposicdo de A. fraterculus em frutos
artificiais confeccionados com agar, tratados com ambos os produtos.

Apesar das fémeas de A. fraterculus terem respondido seletivamente ao extrato
pirolenhoso e a calda sulfocacica nos bioensaios eletroantenograficos, os resultados
obtidos nos comportamentais demonstraram que as fémeas nao distinguiram entre

os dois tratamentos e o controle ao realizarem a oviposi¢ao nos frutos.

4.4 Seletividade das antenas de Anastrepha fraterculus a extratos de
frutos

Os resultados obtidos através do coeficiente ETA-Squared (n?) indicam que o

extrato de fruto explica aproximadamente 42% da variancia das respostas

eletroantenograficas de A. fraterculus (Tabela 5). Os demais fatores e as interagdes

tiveram pouca influéncia nas variagdes observadas.
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TABELA 5. Percentagem da varidncia das respostas eletroantenograficas de
Anastrepha fraterculus em fungdo do coeficiente ETA-Squared (n?), para
os tratamentos e suas interagdes e grau de significancia (P).

% da variancia

Tratamentos P
explicada
Extrato 42 < 0,001
ldade 1,7 < 0,001
Sexo 1,5 < 0,001
Extrato x |dade 1,5 0,045
Extrato x Sexo 2,7 < 0,001
Idade x Sexo 3,5 < 0,001
Extrato x Idade x Sexo 2,7 < 0,001

As respostas eletroantenograficas de adultos de A. fraterculus foram
significativamente mais altas (H = 390; gl = 8; P < 0,0001) aos extratos de maga
madura, laranja verde e madura (Figura 11). Levando-se em consideracdo os
estadios de maturagcdo, os extratos de macad e péssego maduro provocaram
respostas significativamente maiores do que os respectivos extratos de frutos
verdes, sugerindo que os odores caracteristicos dos maduros podem ser
importantes na localizagado do hospedeiro.

Segundo Macku & Jannings (1987), a composigdo e a concentragcao dos
volateis mudam durante a maturagcdo dos frutos, com diferentes tipos de volateis
prevalecendo ao longo deste periodo. De acordo com os autores, frutos verdes séo
caracterizados pela grande quantidade dos chamados green leaf volatiles (GLV'’s),
que séao tipicamente alcoois e aldeidos de cadeias curtas. Em bananas, o conteudo

dos GLV’s diminui com a maturacdo e aumenta a quantidade de acetatos e outros
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eésteres. Apds esse estagio, inicia o processo de decomposigdo por

microorganismos, aumentando o conteudo de ésteres e de cetonas.
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FIGURA 11. Respostas eletroantenograficas de Anastrepha fraterculus aos
extratos de frutos verdes e maduros. Barras seguidas de

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis (P
< 0,0001) (n = 120).

Esteres provenientes de macd madura foram registrados como compostos
chave para atragdo de R. pomonela (Fein et al., 1982; Reissig et al., 1982). Outros
ésteres e monoterpenos oxigenados (linalol e 6xido de linalol) também foram
registrados por produzirem grandes respostas eletroantenograficas em B. dorsalis e
atuar em sinergia com outros volateis de frutos na atragdo de outras espécies de
tefritideos (Jang & Light, 1991).

Espécies polifagas, segundo Diaz-Fleischer et al. (2003), podem responder a
uma maior variedade de compostos do que as mondfagas ou oligéfagas. Esta

afirmacéao corrobora os resultados de eletroantenografia obtidos neste estudo com A.
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fraterculus e os relatados por Light et al. (1988), os quais observaram que C.
capitata, espécie também polifaga, responde a uma ampla gama de volateis de
plantas pertencentes a diversas fungdes quimicas, como, alcodis, aldeidos, ésteres
alifaticos e lactonas. O mesmo foi constatado por Siderhust & Jang (2006), através
de bioensaios eletroantenograficos, os quais comprovaram a seletividade das
antenas de B. dorsalis a 22 compostos identificados a partir de frutos de Terminalia
catappa L. (Combretaceae).

Por outro lado, Zhang et al. (1999) verificaram que R. pomonella, espécie
oligéfaga, € mais seletiva e responde apenas a grupo limitado de volateis oriundos,
principalmente de macgas.

Os resultados encontrados neste estudo comprovaram que A. fraterculus
responde a estimulos de diferentes hospedeiros, os quais estariam sinalizando sitios
de alimentagado, reproducdo e oviposicao. Este fato, em parte, pode explicar a
presenca dessa espécie tanto em frutiferas exoticas (P. malus, P. persica e C.
sinensis) e nativas (P. guajava).

Verificou-se que 1,5% da variancia nas respostas eletroantenograficas pode
ser explicada pelo fator sexo (Tabela 5). Comparando os resultados eletrofisioldgicos
entre 0s sexos, a todos os extratos, verificou-se que na média nas fémeas de A.
fraterculus estes foram significativamente mais altos, independentemente da idade e
do status de copula (Z = 4,39; gl = 1; P < 0,001). Os extratos de magad madura,
assim como laranja madura e verde desencadearam, nas fémeas, as maiores
respostas, no entanto nao diferiram entre si (H = 201,20; gl = 8; P < 0,0001) (Figura
12A). Nos machos as maiores respostas foram evidenciadas aos extratos de maga

madura e laranja verde (H = 199,51; gl = 8; P = 0,0001) (Figura 12B). A utilizagéo
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dos sinais quimicos emitidos pelos volateis dos frutos pode ser interpretada de

maneira diferente por machos e fémeas de moscas-das-frutas.
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FIGURA 12. Respostas eletrantenograficas de (A) fémeas e de (B) machos

de A. fraterculus a extratos de frutos. Barras seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal Wallis
(P < 0,0001) (n = 60).
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Cruz-Lopez et al. (2006), em experimentos realizados em tunel-de-vento,
observaram que, tanto machos quanto fémeas de A. obliqua foram atraidos e se
alimentaram em frutos de cajazeiro, Spondias mombin (L.) (Anacardiaceae) e que as
fémeas também ovipositaram nos frutos.

Fémeas de D. dorsalis exibiram maiores respostas eletroantenograficas do que
0s machos para os compostos (E)-2 e (E)-3-buten-1-ol (Light & Jang, 1987). Os
autores sugerem que percepcdo olfativa nesta espécie possa representar a
sinalizacao de recursos como alimento, sitios de acasalamento e oviposi¢ao.

Levinson et al. (1990) em bioensaios eletrofisiolégicos e em tunel-de-vento,
verificaram que fémeas de C. capitata exibiram maiores respostas e foram mais
atraidas, para os tratamentos que continham &leos essenciais de laranja,
bergamota, limao e damasco, do que os machos.

Em relagéo ao status de copula, ndo houve diferenga significativa no tamanho
das respostas de A. fraterculus, virgens e acasaladas, aos extratos de frutos (Z =
1,12; gl = 1; P = 0,13). Entretanto, outros autores, como Jang et al. (1997),
verificaram em tunel-de-vento e olfatdbmetro, que fémeas virgens de B. dorsalis
responderam significativamente menos as substancias presentes no extrato de
Polyscias guilfoylei (Bull) (Araliaceae) do que as acasaladas, o mesmo foi
observado em machos quando expostos ao atrativo alimentar Nulure.

Por outro lado, machos e fémeas acasalados de A. ludens, em bioensaios
utilizando gaiolas com possibilidade de multipla escolha, foram mais atraidos por
frutos verdes de manga e laranja, do que os virgens (Garcia-Ramirez et al., 2004).

Em A. fraterculus, independentemente do sexo, individuos em idade pré-

reprodutiva exibiram respostas maiores do que aqueles em idade reprodutiva (Z =
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4,67: P <0,0001). As moscas pré-reprodutivas exibiram respostas mais altas para os
extratos de mag¢a madura, laranja madura e laranja verde (H =175,77; gl = 8; P <
0,0001), sendo estas estatisticamente iguais. Nas reprodutivas as maiores respostas
foram aos extratos de maga madura e laranja verde (H = 225,98; gl = 8; P < 0,0001).

Segundo Kendra et al. (2005a), fémeas de A. suspensa, em bioensaios
eletroantenograficos, apresentaram maior sensibilidade a aménia, quando estavam
sexualmente imaturas e, ao dioxido de carbono, quando maduras. Por outro lado,
em bioensaios comportamentais, os autores verificaram que moscas de ambas as
idades foram igualmente atraidas para a amdnia.

Em tunel-de-vento, fémeas de B. dorsalis com até oito dias de idade foram
mais atraidas do que as de 11 dias, para volateis de mam&o maduro em relagao aos
de outros estadios de amadurecimento (Jang & Light, 1991). Machos de Bactrocera
carambolae Drew & Hancock (Diptera, Tephritidae), com cinco dias de idade, em
tunel-de-vento, nao responderam ao metil eugenol (Wee & Tan, 2000). Segundo os
autores, as respostas de atratividade iniciam a partir dos 10 dias e aumentam
significativamente com o avango da idade. O metil-eugenol pode estar presente em
Oleos essenciais de algumas espécies de plantas, como Syzygium aromaticum L.
(Myrtaceae) e € utilizado como precursor para sintese do ferombnio de
acasalamento dos machos de B. carambolae.

A interacao entre os fatores sexo e idade teve o coeficiente explicativo de
3,5% da variancia das respostas eletrofisiolégicas de A. fraterculus. Fémeas em
idade pré-reprodutiva e reprodutiva responderam de forma semelhante aos extratos
(Z=122; gl =1; P=0,11). No entanto, machos pré-reprodutivos apresentaram

respostas significativamente maiores aos extratos de goiaba madura (H = 232,85; gl
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=17; P = 0,004), laranja madura (H = 232,85; gl = 17; P = 0,036), péssego maduro
(H = 232,85; gl =17; P = 0,014) e péssego verde (H = 232,85; gl = 17; P = 0,024),
quando comparadas as dos reprodutivos. A percepcao diferencial entre os dois
grupos de machos pode estar associada ao fato de que os pré-produtivos buscam
por sitios de alimentagdo e acasalamento, enquanto os reprodutivos, por ja terem
obtido estes recursos, estariam menos perceptivos a esses odores. Segundo
Alagarmalai et al. (2006), em bioensaios comportamentais com D. ciliatus, os
machos foram significativamente mais atraidos para o (E)-B-farneseno do que para
0s outros compostos isolados. De acordo com os autores, este composto nao foi
atrativo para fémeas e, em doses elevadas, tornou-se repelente para as mesmas.
Assim como o (E)-B-farneseno, o metil-eugenol também & um composto altamente
atrativo para machos. Em Bactrocera papayae Drew & Hancock (Diptera,
Tephritidae) (Hee & Tan, 1998; 2004) e B. dorsalis (Jang et al., 1997; Siderhust &
Jang, 2006; Khrimian et al., 2009), os machos o utilizam como precursor para a
sintese do feroménio de acasalamento (Hee & Tan, 1998; Papadopoulos et al.,

2006).

4.5 ldentificagao das substancias nos extratos dos frutos

Através da analise por CG-EM dos extratos de maga madura, laranja verde e
goiaba madura e comparagao entre indices de similaridade com a biblioteca do
espectdmetro de massas foi possivel a identificacdo das substancias relacionadas
na Tabela 6. Dentre essas, foram selecionadas para os bioensaios
eletroantenograficos e comportamentais, as substancias (E)-3-hexen-1-ol, (Z)-3-

hexen-1-ol, butirato de etila, acetato de hexila, hexanoato de etila, (Z)--3-butirato de
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TABELA 6. Relagdo de substancias identificadas em extratos de goiaba madura, laranja
verde e mag¢a madura, por CG-EM: tempos de retencéo (Tr) e similaridade
com a colecgéao de referéncia do cromatografo (S).

Composto Goiaba madura Laranja verde Macé madura

tr (Min) S tr (Min) S tr (Min) S
(E)-3-hexen-1-ol* 3,29 93 - - - -
(E)-ocimeno - - 6,79 72 - -
(Z)-3-butirato de hexenila* 6,63 82 6,60 - 6,64 86
(Z)-3-hexen-1-ol* 3,27 88 - - - -
2-metilbutirato de butila - - - - 5,06 94
3,3,5-trimetil-1,4-hexadieno - - 5,90 81 - -
acetato de (Z)-3-hexenila 4,71 96 - - - -
acetato de 2-metil butila - - - - 3,41 96
acetato de 2-pentila 4,29 81 - - - -
acetato de hexila* 4,78 95 - - 4,78 95
acetato de isopentila - - - - 3,41 96
acetato de isopropila - - - - 4,27 78
allo-ocimeno - - 6,66 83 - -
azuleno - - - - 6,77 79
butirato de 2-metil hexila - - - - 7,12 93
butirato de butila - - - - 4,56 94
butirato de etila* 2,80 M - - - -
butirato de pentila - - - - 5,23 92
farneseno - - - - 9,75 93
hexanoato de etila* 4,63 95 - - 4,62 93
hexanoato de hexila - - - - 8,59 82
hexanoato de isopentila - - - - 7,28 86
hexanoato de propila - - - - 5,62 92
octanoato de etila* 6,73 93 - - - -
pentanoato de hexila - - - - 7,12 93
propionato de hexila - - - - 5,73 92
propionato de isopentila - - - - 4,32 94
[3-cariofileno 9,17 72 9,17 85 - -

*compostos utilizados nos bioensaios eletroantenograficos e comportamentais.
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hexenila e octanoato de etila, por constarem na relacéo de volateis com bioatividade
em tefritideos (Zhang et al., 1999; Nojima et al., 2003; Malo et al., 2005; Bakri et al.,
2006; Cruz-Lopez et al., 2006; Pherobase, 2010). A identificacdo desses compostos
foi confirmada pela comparacdo entre os espectros de massa e os tempos de
retencdo dos compostos presentes nos extratos com os dos padrbes sintéticos

relacionados na Tabela 7.

TABELA 7. Relacao das substancias sintéticas e os respectivos tempos de retencéo obtidos

por CG-EM.

Composto Tr(min)
(E)-3-hexen-1-ol 3,22
(2)-3-hexen-1-ol 3,27
(2)-3-butirato de hexenila 6,61
acetato de hexila 4,77
butirato de etila 2,77
hexanoato de etila 4,61
octanoato de etila 6,75

Segundo Light et al. (1988), as fragrancias de frutos sdo normalmente um
complexo de diversos compostos volateis, com diferentes fungdes, abrangendo
desde aqueles que possuem estruturas simples, com poucas cadeias de carbono,
até os mais complexos, como 0s sesquiterpenos.

Algumas substancias identificadas no presente estudo, ja foram observadas
em frutos hospedeiros de outros tefritideos. Os compostos butanoato de buitila,

hexanoato de propila, hexanoato de butila, butanoato de hexila e hexanoato de
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pentila foram, por exemplo, idenficados por Zhang et al. (1999) em frutos de maga.
Nojima et al. (2003) observaram a presenca de acetato de etila, 3-metilbutan-1-ol,
acetato de isoamila, trissulfeto de dimetila, 1-octen-3-ol e cariofileno em frutos de
magnodlia, Cornus florida L. (Cornaceae), hospedeiro de R. pomonella.

Em extratos de frutos de argan, Argania spinosa L. (Sapotaceae), hospedeiro
de C. capitata foram constatadas as substancias, (E)-3-hexen-1-ol e (Z)-3-hexen-1-ol
(Bakri et al., 2006), semelhantes as verificadas neste trabalho. Da mesma forma,
Cruz-Lopez et al. (2006), além do hexanoato de etila e octanoato de etila, também
presentes nos extratos de goiaba madura aqui avaliados, identificaram butirato de
etila, butirato de isobutila, butirato de isopentila, butirato de isopropila, butirato de
propila, hexan-1-ol e benzoato de etila em extrato de caja, Spondias mombin L.

(Anacardiaceae), hospedeiro de A. ludens.

4.6 Seletividade das antenas de Anastrepha fraterculus a substancias

sintéticas

Fémeas e machos de A. fraterculus, tanto no estagio pré-reprodutivo, quanto
no reprodutivo, responderam aos compostos isolados ou em mistura, de forma
semelhante (Z = 0,885; gl = 1; P = 0188).

As respostas eletroantenograficas de adultos de A. fraterculus foram
significativamente mais altas quando as substancias, (E)-3-hexen-1-ol e (2)-3-
butirato de hexenila fizeram parte da mistura (H = 155,36; gl = 10; P < 0,0001), em
comparacao com as dos compostos isolados, evidenciando um efeito aditivo desta
combinagcdo (Figura 13). De modo geral as misturas provocaram as maiores

respostas eletroantenograficas.
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FIGURA 13. Respostas eletroantenograficas de Anastrepha fraterculus a
substancias sintéticas isoladas [1.hexano; 2. (E)-3-hexen-1-ol, 3.
butirato de etila; 4. acetato de hexila; 5. hexanoato de etila; 6. (Z)-3-
butirato de hexenila; 7. octanoato de etila] e em misturas [8. (E)-3-
hexenol + (Z)-3-butirato de hexenila; 9. butiraro de etila + hexanoato
de etila; 10. (E)-3-hexen-1-ol + acetato de hexila + (Z2)-3-butirato de
hexenila + octanoato de etila e 11. todos os compostos]. Barras com
letras distintas, diferem significativamente pelo teste de Kruskal-
Wallis, (P < 0,0001) (n = 42).

Alguns dos compostos utilizados no presente estudo também foram avaliados
em outras espécies de tefritideos. Bakri et al. (2006) verificaram que C. capitata, em
bioensaios de eletroantenografia, respondeu aos compostos 1-hexanol, hexanal, (E)-
3-hexen-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol, presentes em extratos de frutos de Argania spinosa
L. (Sapotaceae). Os autores verificaram que as respostas dos machos foram
maiores do que as das fémeas para todos os compostos. O mesmo néao foi
observado no presente estudo para o (E)-3-hexen-1-ol.

Cruz-Lopez et al. (2006) encontraram os compostos butirato de etila, butirato

de isobutila, butirato de isopentila, butirato de isopropila, butirato de propila, 1-
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hexanol, benzoato de etila, hexanoato de etila e octanoato de etila em extrato de
caja, Spondias mombin L. (Anacardiaceae), hospedeiro de A. ludens. Os resultados
em CG-EAD evidenciaram que machos e fémeas apresentaram as maiores
respostas para os compostos butirato de propila, butirato de etila e hexanoato de
etila, ao contrario do encontrado para A. fraterculus, onde as menores respostas
foram obtidas com esses dois ultimos compostos.

Em CG-EAD, Siderhust & Jang (2006) observaram a presenca de 22
compostos bioativos em antenas de B. dorsalis presentes no extrato de Terminalia
catappa L. (Combretaceae). Dentre estas, o acetato de geranila, o acetato de etila, o
hexanoato de etila, o acetato de hexila, o acetato de linalila, o nonanato de etila, o
acetato de nonila, o cinamato de etila e o (E)-B-farneseno, os quais misturados em
partes iguais, desencadearam menores respostas eletroantenograficas nessa
espécie, do que quando isolados. O acetato de hexila e o hexanoato de etila,
apesar de apresentarem bioatividade em A. fraterculus, foram as que produziram as
menores respostas.

Diferentemente do presente estudo, Malo et al. (2005) verificaram respostas
eletrofisiologicas, em machos e fémeas de A. ludens, maiores ao hexanoato de etila
e ao octanoato de etila, do que ao (Z)-3-butirato de hexenila, (E)-3-hexen-1-ol, (£)-3-
hexen-1-ol e ao butirato de etila. Estes resultados sugerem a existéncia de uma
especificidade quimica para cada espécie de Anastrepha.

Assim como o constatado em A. fraterculus, Light et al. (1988) verificaram
que ambos os sexos de C. capitata apresentaram alta resposta eletrofisioldgica ao
(E)-3-hexen-1-ol. No entanto, ao acetato de hexila, as repostas foram maiores em C.

capitata do que em A. fraterculus.
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Espécies com uma grande quantidade de hospedeiros normalmente
respondem a uma maior variedade de compostos do que as mondéfagas ou
oligofagas (Diaz-Fleischer et al., 2003). Esta hipétese € corroborada pelos estudos
de Siderhust & Jang (2006), com B. dorsalis, e de Light et al. (1988) com C. capitata,
0os quais verificaram que ambas respondem a um vasto numero de compostos,
enquanto R. pomonella, oligofaga, respondeu a uma quantidade bem mais limitada
(Zhang et al., 1999; Nojima et al., 2003).

Espécies polifagas, como A. fraterculus, também podem responder a uma
ampla gama de volateis, compartilhados por varios hospedeiros. No entanto,
diferentes tefritideos utilizam essas pistas quimicas de forma diversa explicando o
fato de algumas espécies serem mais atraidas por alguns hospedeiros do que
outras.

O conhecimento das substancias que intermediam a comunicagdo entre
Anastrepha spp. — planta, € um passo importante para elucidar a interacdo de
diferentes espécies com seus hospedeiros, assim como para formulacio de atrativos

para monitoramento e controle destas.

4.7 Sensibilidade de antenas de Anastrepha fraterculus a substancias
sintéticas

As respostas das antenas de fémeas foram dose-dependente para todos os

compostos (Figura 14). O limiar de resposta para (E)-3-hexen-1-ol e (Z)-3-hexen-1-ol

foi de 5 pg/uL, para butirato de etila, octanoato de etila e (Z)-3-butirato de hexenila,

de 25 ug/uL e para os compostos acetato de hexila e hexanoato de etila, foi de

125 yg/uL. As curvas dose-resposta para os compostos (E)-3-hexen-1-ol e



Resopostas EAG(%) (x, £EP)

__ 1200 - __ 800 - __ 300 -
o o _ [
W 1000 - CRR: i ngg ] @ 250 -
X 800 1 b = 500 - = 200 1
£ 600 - & 400 - S 150 -
c i
9 400 1 4 g 300 S 100 -
P @ 200 - 8
g 8 8
S 0 o 0 o 0
o 4 o
é 1 5 25 125 625 o 1 5 25 125 625 o« 1 5 25 125 625
Concentragio (uG/uL) Concentragio (uG/uL) Concentragdo (uG/uL)
D E F G
500 - 350 - . 600 1 — 400 - ab
o ] | w 350 -
400 - 5—1 300 7 +l >00 +I~ 300 - ab
< 250 - = 400 - X ] a
300 = S g 20
& 200 - & 300 - & 2004, b
O 150 - < < -
9 100 -~ 8 @ 100 -
] - . -
100 ..g 50 - é 100 é 50 -
0 § 0 g 0 ﬁ 0
1 5 25 125 625 & 1 5 25 125 625 « 15 25 125 625 = 15 25 125 625
Concentragio (uG/pL) Concentracio (uG/pL) Concentragdo (UG/uL) Concentragio (uG/uL)

FIGURA 14. Médias (+ EP) das respostas eletroantenograficas de fémeas de Anastrepha fraterculus a cinco concentracées dos compostos sintéticos:
(A) (E)-3-hexen-1-0l, (B) (Z)-3-hexen-1-ol, (C) butirato de etila, (D) acetato de hexila, (E) hexanoato de etila, (F) (Z)-3-butirato de hexenila e
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menor diferenga significativa, LSD.
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butirato de hexenila apresentaram uma queda apdés a concentracdo de 125
pg/uL indicando que a partir desta dose ocorre a saturagdo das sensilas
antenais (Figura 14A e F). No entanto, mesmo naquelas onde o declinio da
resposta ndo foi verificado (Figura 14B e G), ha um indicativo de saturagao
devido a similaridade estatistica entre as doses mais elevadas. Em outras
substancias nao foi constatada a saturagao, pois mesmo entre as doses de 125
e 625 ug/yL, houve um acréscimo significativo nas respostas
eletroantenograficas (Figura 14C, D e E).

Na natureza, os volateis sdo liberados simultaneamente, em diferentes
concentracdes pelas plantas hospedeiras, de forma que uma mistura especifica
de volateis pode sinalizar um recurso para uma espécie de inseto. Dessa
maneira, os fitéfagos especialistas podem ser mais seletivos a alguns
compostos, enquanto que os generalistas, devido a sua grande variedade de
hospedeiros, podem responder a uma ampla gama de volateis (Metcalf &
Metcalf, 1992).

A seletividade das sensilas antenais a volateis de hospedeiros néo esta
somente relacionada ao tipo de substancias que compde a mistura bioativa,
mas também a concentracdo em que estas estdo presentes. Determinados
compostos, em baixas concentragcdes, sdo suficientes para desencadear um
efeito de atracdo, enquanto outros, precisam estar altamente concentrados
para que o mesmo comportamento seja exibido. Assim, a agdo aditiva e/ou
sinérgica entre essas substancias é que desencadeara a resposta motora do

inseto ao estimulo (Bell & Cardé, 1984).
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4.8 Avaliacao da atividade quimiotaxica de Anastrepha fraterculus a

substancias sintéticas em condigoes de laboratério

O numero médio de fémeas de A. fraterculus presentes sob os discos
de papel filtro contendo agua destilada (0,7 + 0,22) e as substancias (E)-3-
hexen-1-ol (X = 0,9; EP = 0,18), (2)-3-hexen-1-ol (X = 0,7; EP = 0,20) e (E)-3-
butirato de hexenila (X = 0,8; EP = 0,31) nao diferiu significativamente (H = 1,
122;gl=3; P =0, 771).

Resultados semelhantes foram observados por Bakri et al. (2006), os
quais nao observaram atratividade de C. capitata aos compostos sintéticos 1-
hexanol, (Z)-3-hexen-1-ol, 1-hexenol e (E)-2-hexen-1-ol, isolados ou em
combinagao.

Os autores, em bioensaios de laboratorio (arenas com estimulo em
papel filtro) e campo, verificaram que a mosca-do-mediterraneo foi
significativamente mais atraida ao extrato natural de argan, Argania spinosa L.
(Sapotaceae), o qual contém estas substancias.

Por outro lado, Epsky & Heath (1998) observaram atratividade de
fémeas de A. suspensa em bioensaios em tunel-de-vento pelos compostos
isolados, 3-metilbutan-1-ol e amonia, identificados a partir do extrato da
bactéria Enterobacter aglomerans.

Prokopy et al. (1998), utilizando a mesma metodologia do presente
trabalho, verificaram que fémeas de C. capitata, alimentadas com dieta protéica
nao foram atraidas aos compostos sintéticos isolados, 3-metilbutanal, 3-metil-1-
butanol e decanal, semelhante aos resultados obtidos com A. fraterculus, onde

os insetos também receberam alimento protéico.
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Cruz-Lopez et al. (2006), em campo e em tunel-de-vento, constataram
que fémeas e machos de A. obliqua foram mais atraidos pela mistura de nove
compostos presentes no extrato de caja, Spondias mombin L. (Anacardiaceae)
ou seja, butirato de etila, butirato de isobutila, butirato de isopentila, butirato de
isopropila, butirato de propila, 1-hexenol, benzoato de etila, hexanoato de etila
e octanoato de etila, do que para a proteina hidrolisada e a agua.

No entanto, a atratividade n&o esta apenas vinculada ao fato do
estimulo ser uma mistura de compostos, o tipo e a propor¢édo das substancias
que estado presentes podem ser determinantes no comportamento quimiotaxico.
Em bioensaios de campo e tunel-de-vento com R. pomonella, Zhang et al.
(1999) evidenciaram uma atracdo significativamente maior a uma mistura de
cinco substancias identificadas a partir de volateis oriundos de macgas
[butanoato de butila (10%), hexanoato de propila (4%), hexanoato de butila
(37%), butanoato de hexila (44%) e hexanoato de pentila (5%)], do que a uma
outra contendo outros volateis de macga, acetato de hexila (35%), acetato de
(E)-2-hexenila (2%), 2-metilbutanoato de metila (8%), hexanoato de propila
(12%), propanoato de hexenila (5%), hexanoato de butila (28%) e butanoato de
hexenila (10%), e ao hexanoato de butila isolado, o qual é usado para o

monitoramento desta espécie, em pomares de macieira.



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e nas condigbes

sob as quais foram realizados os experimentos, foi possivel concluir que:

as antenas de A. fraterculus possuem sensilas tricoides, basiconicas,
clavadas, estilocénicas e caéticas, além de microtriquias;

o tamanho das sensilas e microtriquias de A. fraterculus sao
semelhantes entre os sexos distribuindo-se de forma heterogénea nos
flagelos;

as respostas eletroantenograficas de A. fraterculus sao maiores ao
extrato pirolenhoso (BioPirol 7M®; 0,4%) e a calda sulfocalcica (Sul
Fertilizantes;1%) do que ao nim (Organic Neem®; 0,5%) e a rotenona
(Rotenat®; 0,6%);

antenas de individuos de A. fraterculus acasalados e em idade pré-
reprodutiva apresentam maiores respostas aos produtos fitossanitarios
[extrato pirolenhoso  (BioPirol7M®, 0,4%), calda sulfocalcica (Sul
Fertilizantes; 1%), nim (Organic Neem®; 0,5%) e rotenona (Rotenat®;
0,6%)];

o extrato pirolenhoso (BioPirol7M®; 0,4%) e a calda sulfocalcica (Sul
Fertilizantes;1%), aplicados em mamao papaia (Carica papaya var.

Papaia) e goiaba (Psidium guajava var. Paluma), ndo impedem a
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oviposicdo de A. fraterculus, o desenvolvimento dos imaturos e a
emergéncia;

e as maiores respostas eletroantenograficas de A. fraterculus foram aos
extratos etandlicos de maga madura (Pyrus malus var. Fuji) e de laranja
verde e madura (Citrus sinensis var. Céu), em comparag¢ao aos de maca
verde, goiaba (Psidium guajava var. Paluma) e péssego (Prunus persica
var. Chimarrita);

e fémeas de A. fraterculus apresentam maiores respostas
eletrofisiolégicas aos extratos etanodlicos de frutos verdes e maduros
[maca (Pyrus malus var. Fuji), laranja (Citrus sinensis var. Céu), goiaba
(Psidium guajava var. Paluma) e péssego (Prunus persica var.
Chimarrita] do que machos;

¢ as respostas eletrofisioldgicas de A. fraterculus aos extratos etandlicos de
frutos [maga (Pyrus malus var. Fuji), laranja (Citrus sinensis var. Céu),
goiaba (Psidium guajava var. Paluma) e péssego (Prunus persica var.
Chimarrita] independem do status de copula sendo maiores em moscas
em idade pré-reprodutiva;

e as substancias (E)-3-hexen-1-ol e (Z)-3-butirato de hexenila, combinadas
em igual propor¢ao, desencadeiam maiores respostas em antenas de A.
fraterculus, quando comparadas com (Z)-3-hexen-1-ol, butirato de etila,
octanoato de etila, acetato de hexila e hexanoato de etila isoladas ou em
mistura;

e as respostas das antenas de fémeas de A. fraterculus foram dose-
dependente para os compostos [(E)-3-hexen-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol,

butirato de etila, octanoato de etila, (Z)-3-butirato de hexenila, acetato de
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hexila e hexanoato de etila];

nos bioensaios comportamentais em gaiola com opcdo de multipla
escolha, as substéncias (E)-3-hexen-1-ol, (Z)-3-hexen-1-ol e (E)-3-
butirato de hexenila, isoladas, ndo sao atrativas para fémeas de A.

fraterculus



6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho fornecem informagdes relevantes a
respeito da percepcdo de volateis de frutos pela mosca-das-frutas Sul
americana, Anastrepha fraterculus, e da acao de produtos fitossanitarios sobre
este inseto.

Com as informacdes obtidas através dos bioensaios comportamentais
com a calda sulfocalcica e o extrato pirolenhoso, foi possivel verificar que
esses produtos nao tiveram efeito de deterréncia de oviposicao para A.
fraterculus e também nao impediram o desenvolvimento dos imaturos e a
emergéncia, como preconizado pelos produtores que os utilizam para o
controle da mosca-das-frutas. Porém, para determinar com certeza a eficiéncia
destes produtos nos pomares, seriam necessarios ensaios a campo, uma vez
que nestas condi¢des, podem ocorrer interagcdes entre os compostos presentes
na sua formulagdo com os dos frutos, levando a uma liberagdo de volateis com
efeito deterrente. No entanto, mesmo que essa hipotese seja considerada
verdadeira, pressupde-se que se os adultos de A. fraterculus nao tiverem outro
substrato para oviposi¢cao, em condicbes de campo, provavelmente fardo a

postura em frutos tratados.
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Sendo assim, com base nos resultados, sugere-se que deve haver uma
melhor avaliagdo, embasada em conhecimentos cientificos, sobre a efetividade
destes produtos para manejo e controle de mosca-das-frutas antes de sua
recomendacao e aplicagao.

No que se refere aos bioensaios com os volateis de frutos, péde-se
observar que as respostas eletroantenograficas de A. fraterculus aos estimulos
em misturas sdo maiores do que as das substancias isoladas, e que essas
ultimas, nao desencadeiam respostas comportamentais. Esse resultado
evidencia a necessidade de serem elaboradas misturas de compostos que
formem um blend atrativo, capaz de produzir um comportamento quimiotaxico.
O fato de A. fraterculus ser uma espécie polifaga, pode explicar, de certa
forma, a falta de atratividade aos compostos isolados, ja que as moscas
necessitariam de estimulos de mais de um composto para encontrar o
hospedeiro, ao contrario de espécies oligéfagas, como R. pomonella, que pode
localizar seu hospedeiro apenas pela presengca de um composto.

Mais estudos sdo necessarios para que seja possivel formular um blend
atrativo para A. fraterculus, devendo-se considerar a proporcdo e a
concentracdo de cada composto na mistura, a semelhanca dos encontrados

naturalmente nos hospedeiros.
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