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RESUMO
O complexo de espécies cripticas Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830)
(Diptera:Tephritidae) €, hoje em dia, um dos modelos de insetos-praga mais estudados no que
se refere & especiacdo e compatibilidade populacional. O aperfeicoamento das técnicas
empregadas no controle de insetos-praga € fundamental no sucesso da introducdo de
populagbes de laboratério entre as populagbes selvagens. Além disso, a comunicacao
mediada por feroménios desempenha uma importante fungcdo no processo de acasalamento
destas moscas. Por sua vez, no comportamento de agregagdo de machos ocorre a emissao
de volateis que atraem fémeas, entretanto, a composicdo exata ainda permanece
desconhecida. Deste modo, o principal objetivo do presente estudo foi investigar a
composicao do feromonio de sete populacdes diferentes de A. fraterculus, oriundas de regioes
brasileiras geograficamente distintas e da Argentina, como também, elucidar a composi¢ao
quimica da mistura de volateis emitida por machos de uma popula¢édo do Estado de Alagoas,
com o objetivo de identificar os compostos especificos, dentro desta mistura, 0s quais mediam
a resposta comportamental em fémeas coespecificas. Para tanto, através da técnica de
Cromatografia gasosa bidimensional acoplada a detector time-of-flight de espectrometria de
massas (CGxCG/TOF-EM) e andlises estatisticas multivariadas, bem como de analises por
Cromatografia Gasosa acoplada a detector eletroantenografico (CG-EAG), revelaram que a
composicdo do ferombnio de machos de A. fraterculus variou qualitativamente e
guantitativamente entre as sete populacdes estudadas, além de identificar 29 compostos nas
amostras de aeracédo de machos de A. fraterculus provenientes do Estado de Alagoas. Apesar
disso, as analises por CG-EAG, com fémeas desta populacdo, demonstraram que somente
seis compostos, a saber: a-pineno, limoneno, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, (E,E)-
a-farneseno e (S,S)-(-)-epianastrefina, eliciaram despolarizacdo antenal em fémeas desta
espécie. A mistura sintética obtida a partir destes compostos eletrofisiologicamente ativos
provocaram resposta comportamental em fémeas de maneira similar aquela para extratos de
aeracao de machos coespecificos, enquanto estes dois tratamentos obtiveram resposta maior
do que para o controle hexano (p<0,05). Isto indica que estes seis compostos atuam como
ferombnio sexual de fémeas de A. fraterculus e sdo considerados, portanto, promissores

como ferramenta de controle no manejo integrado desta praga.

Palavras-chave: Moscas-das-frutas, compatibilidade populacional, composi¢édo quimica



ABSTRACT

The Anastrepha fraterculus cryptic species complex is nowadays one of the most studied
model of agricultural pest in terms of speciation and population compatibility. The improvement
of the control techniques of this pest is necessary for the successful implementation of the
sterile laboratory populations into the wild populations. The pheromone communication plays
an important role in the mating behavioral of this species. The males aggregate in leks and
emit volatiles, which attract females for mating, however the exact composition of the male
pheromone blend was not elucidated yet. Therefore, the main goal of this study was (i) to
investigate the male pheromone composition from seven populations of A. fraterculus complex
from geographically distinct regions within Brazil and Argentina, (ii) to elucidate the chemical
composition of the volatiles emitted by males from laboratory population originated from state
Alagoas and to identify the compounds which mediate the behavioral response in conspecific
females. The two-dimensional gas chromatography coupled to mass spectrometric time-of-
flight detector (GCxGC/TOFMS) and consequently the multivariance analyses revealed
guantitative and qualitative differences in the male born volatiles of the seven studied
populations. Gas chromatography coupled to electoantenographic detector (GC-EAD) together
with GCxGC/TOFMS analyses resulted in identification of 29 compounds in the aeration
extracts of males from Alagoas population. The GC-EAD experiments with conspecific females
from this population demonstrated that only six compounds, namely a-pinene, limonene, (2)-3-
nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, (E,E)-a-farnesene and (S,S)-(-)-epianastrephin elicited
depolarization in female antenna of this species. A synthetic mixture composed of EAD-active
compounds elicited behavioral response in females similarly to headspace samples of
conspecific males, whereas these two treatments elicited higher responses than a hexane
control. This indicates that these six compounds act as sex pheromone for A. fraterculus
females and therefore are considered as a promising tool for an effective control of this pest.

Keywords: fruit-flies, population compatibility, chemical composition
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais com elevado potencial no que diz respeito a producgéo de frutas, gragas
a sua extensao territorial, posicdo geogréfica, condigbes climaticas e de solo. Além disso, a
organizacdo das cadeias produtivas faz com que determinadas espécies frutiferas tenham
conquistado mercados internacionais, conseguindo abastecé-los com exceléncia (POLL et al.,
2013). E ainda o 3° maior produtor mundial de frutas e, segundo dados do IBGE, com 42,6
milhdes de toneladas produzidas em 2,2 milhdes de hectares distribuidos pelo pais
(BRAZILIAN FRUIT, 2013).

Nesse sentido, a importancia econdmica de insetos-praga, tais como as moscas-das-
frutas, deve-se aos danos causados aos frutos bem como as exigéncias quarentendrias
impostas pelos paises importadores. Invariavelmente, os frutos destinados a comercializagéo
no mercado interno ou para exportacdes sdo atacados por espécies de moscas-das-frutas,
afetando diretamente sua producédo (NASCIMENTO; CARVALHO, 2000). Um destes, a goiaba
(Psidium guajava L.) (Myrtaceae), € um dos mais atacados por esta praga no Brasil e, dentre
as espécies de importancia econébmica mundial, estdo agrupados cinco géneros: Ceratitis,
Anastrepha, Bactrocera, Rhagoletis e Dacus (MALAVASI; ZUCCHI; SUGAYAMA, 2000). No
Brasil, os géneros Ceratitis e Anastrepha sdo 0s mais importantes economicamente, uma vez
gue algumas espécies infestam a maioria das frutas produzidas no pais (ZUCCHI, 2000).

Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera: Tephritidae) € uma praga polifaga
altamente destrutiva, conhecida por constituir um complexo de espécies cripticas
(denominado Complexo AF) que exibe niveis consideraveis de isolamento reprodutivo pré e
pos-zigodtico. (SELIVON; PERONDINI; MORGANTE, 1999). Esse fato tem levado sua
classificacdo em nivel de morfotipos, os quais tém sido identificados, caracterizando oito
espécies distintas, pertencentes a este complexo, desde os ultimos levantamentos realizados
(HERNANDEZ-ORTIZ et al., 2012; HERNANDEZ-ORTIZ; CANAL; TRIGRERO, 2013). No
Brasil, pais com a maior variabilidade de espécies do complexo de AF, pelo menos trés foram
identificadas em diferentes regides, as quais foram denominadas Anastrepha fraterculus sp.1
aff. fraterculus, Anastrepha fraterculus sp.2 aff. fraterculus e Anastrepha fraterculus sp.3 aff.
fraterculus (SELIVON; PERONDINI, 1998; SELIVON et al. 2004, SELIVON; PERONDINI;
MORGANTE, 2005).



Estudos realizados recentemente tém demonstrado diferencas na composicdo do
feroménio sexual do complexo AF (CACERES et al., 2009), implicando, em possiveis
diferencas de resposta de atracdo de fémeas para os compostos volateis produzidos pelos
machos. Além disso, estudos de compatibilidade sexual utilizando espécies deste complexo,
oriundas de diferentes regides, inclusive do Brasil (VERA et al., 2006; DIAS, 2012), tém
demonstrado que o cruzamento entre elas € reduzido ou praticamente inexistente.

Do ponto de vista de controle, na tentativa de conter o crescimento populacional destas
moscas, muitos produtores utilizam grandes quantidades de agrotoxicos, sob a forma de isca
toxica ou através de pulverizagdo em cobertura total (SALLES, 2001). Entretanto, a utilizacdo
indiscriminada destes produtos gerou, nas ultimas décadas, uma série de problemas, tais
como: a permanéncia de residuos de agrotéxicos nos frutos, o desequilibrio tréfico e a
selecdo de organismos resistentes. Assim, a elucidagdo completa dos compostos presentes
no feromonio sexual do macho, bem como sua abrangéncia e forma de atuacdo, pode ser
uma poderosa ferramenta para o diagnostico de populagbes diferentes desta espécie e
provavelmente para sua insercdo nas técnicas de manejo destas pragas no que se refere ao
controle especifico para as mesmas.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo geral reunir informacdes referentes aos
estudos conduzidos dentro do complexo AF, identificar o feromdnio sexual produzido por
machos de diferentes localidades, determinando sua atividade biol6gica e eletrofisioldgica,
diante de fémeas, para fins de futura aplicacdo no manejo integrado destas pragas. Para
tanto, ap0s uma breve revisdo de literatura, a tese foi dividida em trés capitulos: capitulo 1:
Semioquimicos de moscas-das-frutas do género Anastrepha. O capitulo 2: Analise do
feromdnio do complexo de espécies cripticas Anastrepha fraterculus (Diptera:Tephritidae) e
capitulo 3: Identificagcdo e atividade eletrofisiolégica dos componentes do feromdnio sexual de
Anastrepha fraterculus (Diptera:Tephritidae)”.

Deste modo, com a reunido dos dados obtidos nos capitulos 1, 2 e 3, essa tese tem por
objetivos especificos: (i) Relatar, através de uma revisdo de literatura, os avancos na
elucidacdo da comunicacdo quimica das espécies de Anastrepha; (ii) realizar um estudo
comparativo de compostos volateis produzidos por machos, a fim de descrever as diferencas
ou semelhancas nas misturas volateis produzidas por machos de 7 populac¢des, do complexo
A. fraterculus, geograficamente distantes e estabelecer se a composi¢cdo quimica da mistura
pode servir para o diagnostico de identificacdo de populacdes de A. fraterculus; (i) Identificar
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compostos volateis em extratos de aeracdo de machos de A. fraterculus envolvidos na
atracdo das fémeas co-especificas e (iv) testar a eficiéncia de uma mistura sintética

constituida de compostos eletrofisiologicamente ativos na atracao de fémeas de A. fraterculus.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Distribuic&o geogréafica e importancia econémica de A. fraterculus e seu principal
hospedeiro

Segundo Cunha et al. (1993), sdo descritos seis géneros de tefritideos infestadores de
frutos, Dacus, Bactrocera, Ceratitis, Toxotrypana, Anastrepha e Rhagoletis, com ampla
distribuicdo mundial. No Brasil, sdo encontrados os géneros Anastrepha e Ceratitis. Os
demais ndo ocorrem no pais ou se limitam a atacar plantas nativas, destituidas de interesse

comercial.

A mosca-das-frutas sul americana, A. fraterculus, é de origem neotropical, ocorrendo do
sul dos EUA até o norte da Argentina (Figura 1) (MALAVASI; SUGAYAMA, 2000; ZUCCHlI,
2000a). Esta espécie esta ausente em cinco estados brasileiros, sendo quatro da regido norte
(Acre, Amazonas, Rondonia e Roraima) e um da regido centro-oeste (Mato Grosso) (ZUCCHI,
2007; SILVA; LEMOS; ZUCCHI, 2011). Em alguns Estados do Brasil, tais como Rio Grande
do Sul e em Santa Catarina, esta € a espécie predominante, sendo que para o0 primeiro,
segundo dados de Salles, Kovaleski (1990), representa cerca de 95% de Anastrepha spp. A
distribuicdo de A. fraterculus no Brasil esta descrita na Figura 2.

A praga A. fraterculus é considerada uma das espécies mais polifagas de moscas-das-
frutas. Devido aos danos causados por ela, tém sido estabelecidas numerosas barreiras
guarentenarias. Sua importancia econbmica pode variar segundo o pais, a regido, o
hospedeiro e a época do ano. Em algumas regides elas chegam a comprometer 100% da
producdo de frutos e podem infestar mais de 400 espécies de frutas, sendo considerada uma
das principais pragas, que afetam a fruticultura em todo o mundo (AGUIAR; NASCIMENTO,
2011).

Associadas a A. fraterculus sao registradas 81 espécies de plantas hospedeiras em
vinte familias botanicas, sendo que Myrtaceae destaca-se como uma das principais familias
com hospedeiros primarios para a praga. Esta familia de plantas € muito diversificada no
Brasil abrangendo em torno de 1.000 espécies e, além disso, inclui alguns representantes de
importancia econdémica tais como a goiabeira (Psidium guava L.) (MALAVASI; SUGAYAMA,
2000; ZUCCHI, 2000a, 2007, 2008).



Figura 1 - Mapa da distribuicdo mundial de A. fraterculus

Distribuigao mundial de Anastrepha fratercullus

Legenda
[ ausente
[ Prasents

Fonte: Adaptado de FAO/IAEA [2014]

Figura 2 - Distribuicdo de Anastrepha fraterculus no Brasil

Fonte: Dados coletados de Zucchi (2007); Silva; Lemos; Zucchi (2011)




O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de goiaba sendo que a regido nordeste
€ responsavel por aproximadamente 50% da area colhida deste fruto (6.951 hectares),
destacando o Estado de Pernambuco como maior produtor brasileiro (98.955 toneladas)
(AGRIANUAL, 2012), e o Estado do Ceara como principal Estado exportador (SEBRAE,
2013).

2.2. Descricao e ciclo de vida de A. fraterculus

Os insetos adultos de A. fraterculus medem cerca de 7,0 a 8,0 mm de comprimento, sao
amarelados com tonalidade marrom, especialmente no abddéme, cabeca e pernas. Apresenta
torax preto e faixa negra na margem anterior das asas e com olhos de coloragéo variavel. O
macho apresenta o abdémen arredondado, enquanto que a fémea tem aculeo em formato de
faca, medindo cerca de 1,2 mm de comprimento (Figura 3) (MALAVASI, 2009). Na fémea, a
parte que vai da margem posterior da cloaca até a extremidade final do aculeo € chamada de
apice do aculeo, principal caracteristica para a identificacdo da espécie de mosca-das-frutas.
Assim salvo pouquissimas excecdes, a identificacdo segura s6 pode ser baseada neste sexo
(Figura 4) (ZUCCHlI, 2000a).

Figura 3 - Insetos adultos da espécie A. fraterculus

Descricédo: A seta vermelha indica o detalhe do aculeo, presente em fémeas.
Fonte: Autor, [2013].



Figura 4 — Apices dos aculeos de Anastrepha sp.

Descrigcdo: 21. A. sororcula ; 22. A. obliqua; 23. A. fraterculus; 24. A. zenildae; 25. A. turpinae.
Fonte: Adaptado de Zucchi, [2000].

As moscas-das-frutas sdo insetos fitofagos em cujo estagio larval se alimenta de tecidos
vegetais, na maior parte dos casos, da polpa de frutas. As espécies A. fraterculus completam
0 seu desenvolvimento através de quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto. Cada um destes
estagios possue peculiaridades inerentes de seu proprio desenvolvimento e, além disso, seu
desempenho estd condicionado basicamente a dois componentes do meio onde vivem, o
clima e o hospedeiro (SALLES, 2000).

Estudos conduzidos com A. fraterculus oriundas da regido nordeste detectaram que o
periodo de ovo-adulto (Figura 5) leva cerca de 22 dias em condic¢des climaticas favoraveis (26
°C e 70 % UR). A fase de ovo dura de 1 a 2 dias, o estagio larval de 6-9 dias e o de pupa 8-9
dias. Os adultos atingem a maturidade sexual 8-12 dias ap0s a emergéncia. O ciclo de vida é
de aproximadamente 30 dias. Além disso, machos e fémeas recém-emergidos forrageiam
ativamente por alimento necessitando de proteina para a maturagdo de ovdcitos e
espermatozoides. Eles se alimentam de frutos em decomposicdo, néctar de plantas,
excrementos de aves, secrecdes de afideos e outras substancias (MALAVASI, 2009).
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Figura 5 — Ciclo biologico de Anastrepha sp.

Ovo Larva alimentando-ze da polpa

Fonte: Adaptado de Nava; Botton [2010]

2.3. Danos e formas de controle

As moscas-das-frutas causam danos de grande proporcdo a diversas culturas, a
saber: mamao, citros, goiaba, manga, carambola, péssego, maca, pitanga, acerola, etc. Os
frutos atacados pelas moscas apresentam injurias bem caracteristicas: em volta do local onde
foi feita a postura aparece um halo com aproximadamente 2 cm de didmetro e coloragéo
escura (Figura 6) (BIOCONTROLE, 2013).

A larva alimenta-se da polpa e a perfuracao do fruto caracteriza-se como uma “porta
de entrada” para micro-organismos muitas das vezes oportunistas ao ataque. Ao se
alimentarem da polpa dos frutos (Figura 7), essas larvas aceleram o0 processo de
amadurecimento e a decomposi¢cao ocorre a partir da acdo de fungos que penetram pelos

orificios deixados durante a postura, inutilizando ou depreciando o produto, tanto para
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industrializacdo como para consumo in natura (GOULD; SHARP, 1990; NASCIMENTO et al.,
1992).

Figura 6— Goiaba atacada por moscas-das-frutas

Figura 7 — Larvas de A. fraterculus em goiaba

Fonte: Autor [2013]

De acordo com Morgante (1991), o controle das moscas-das-frutas é usualmente feito
com iscas toxicas, pulverizacdo em cobertura com agrotéxicos e, em algumas fruteiras, faz -
se o0 ensacamento individual dos frutos, impedindo ou dificultando a oviposi¢do. O controle
tradicional, mediante o uso de agrotoxicos, € de alto custo, provoca contaminacdo ambiental
e, dada a sua inespecificidade, reduz ndo s6 a populagdo das espécies polinizadoras, mas
também dos inimigos naturais das espécies-praga. Embora menos drastico, o controle feito
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por iscas inseticidas também provoca danos, pois, da mesma maneira, atrai e mata varias
espécies de insetos (MALAVASI, 2009).

O controle de qualquer espécie de praga deixou de ser apenas a aplicacdo sisteméatica
de produtos quimicos para tornar-se um conjunto de medidas que visam realizar o controle
eficiente e com responsabilidade sécio-ambiental (GALLO et al., 2002). Este conceito de
controle de insetos-praga € um dos pilares do método que é conhecido como Manejo
Integrado de Pragas - MIP.

A principal maneira para que o manejo integrado das moscas-das-frutas seja eficiente é
a harmonizacdo da associagdo do controle bioldgico, quimico, cultural e genético (BRAGA-

SOBRINHO et al., 2001).

i) Cultural
Segundo Nascimento; Carvalho (2000) os métodos mais recomendados para o controle
cultural de tefritideos sao:

v' Coleta e destruicao de frutos: os frutos sédo colhidos de forma manual em pomares ou
de frutiferas isoladas e posteriormente enterrados, quebrando o ciclo da praga. Este
método € o mais eficiente.

v' Ensacamento de frutos: é viavel para frutos mais suscetiveis e com alto valor
comercial, devendo ser realizado antes de estarem maduros.

v' Poda das arvores: é realizada para as espécies frutiferas que a pratica é recomendada,

facilitando a eficiéncia das iscas toxicas e reduzindo a area de protecao de adultos.

i) Biologico

A principal funcdo do controle biolégico é direcionar o controle para a praga-alvo,
reduzindo custos e a contaminacdo de animais e do meio ambiente por produtos quimicos.
Assim, o intuito deste método é reduzir a densidade populacional da praga e favorecer o
aumento populacional de seus inimigos naturais para que haja um equilibrio ecoldgico
(CARVALHO et al., 2000).

Diversos agentes de controle (bactérias, fungos, virus, nematoides predadores e
parasitoides) de tefritideos séo responsaveis pela redugéo parcial desta praga e podem ser
utilizados em programas de controle, no entanto, € necessario realizar mais estudos para

desenvolver metodologias e técnicas de criacdes para a aplicacdo no campo (CARVALHO et
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al., 2000). Devido ao habito das larvas de tefritideos empuparem no solo, estas, teoricamente,
estariam suscetiveis aos fungos entomopatogénicos ali presentes (CARVALHO et al., 2000).
BECHARA et al. (2011) verificaram em laborat6rio que Metarhizium anisopliae (linhagem E9)
aplicado no solo pode causar infec¢do, doenca e até a morte de estagios imaturos de A.
fraterculus.

E conhecida a suscetibilidade de algumas espécies de moscas frugivoras a nematéides
entomopatogénicos. Heterorhabditis bacteriophora demonstrou potencial como agente de
controle biolégico de larvas de A. serpentina em condi¢cdes de laboratério, no entanto, &
necessario que se realizem estudos no campo para que a sua eficiéncia seja confirmada
(TOLEDO et al., 2006). Os agentes de controle biolégico mais estudados e utilizados nos
programas de controle de moscas-das-frutas sdo o0s parasitoides de larvas
(microhimendpteros).

No Brasil existem muitas espécies nativas de parasitoides, tais como os braconideos
Doryctobracon areolatus (Szépligeti, 1911), Doryctobracon brasiliensis (Szépligeti, 1911),
Doryctobracon fluminensis (Lima, 1938), Opius bellus (Gahan, 1930) e Utetes anastrephae
(Viereck, 1913); o figitideo Aganaspis pelleranoi (Bréthes, 1924) e o pteromalideo
Pachycrepoideus viriendemmiae (Rondani, 1875) que parasitam larvas e pupas de moscas
dos géneros Anastrepha e Ceratitis (CANAL DAZA, 1996; ZUCCH, 2000b).

iii) Quimico

Este método de controle consiste na aplicagcdo de compostos quimicos que quando
aplicados direta ou indiretamente sobre os insetos provocam a sua morte (GALLO et al.,
2002). O controle quimico é muito utilizado em programas de controle e erradicacdo de
moscas-das-frutas em diversos paises, podendo ser realizado com aplicacdes de iscas
toxicas por via terrestre ou aéreas, normalmente, estas iscas sdo compostas por 90% de
atrativo alimentar e 10% de inseticida (BRAGA-SOBRINHO et al., 2001). Para as iscas toxicas
com atrativo alimentar emprega-se o0 uso de inseticida organico a base de espinosina
(spinosad) que atua por ingestédo e € associado com um atrativo alimentar. Além do spinosad,
tem sido empregado por décadas, o organofosforado malation que embora ainda usado, esta
sendo gradualmente substituido pela isca inseticida. Para Bactrocera ssp usa-se o atrativo
sexual, metil eugenol, e o inseticida para atracdo dos machos que apés ingerirem a mistura

morrem em poucos minutos. A mistura paraferoménio-inseticida pode ser aplicada com
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bomba acionada com ar comprimido associada com um agente aderente ou aplicada em
algum substrato como blocos de madeira e distribuidos no ambiente, em geral penduradas
nas plantas hospedeiras (MALAVASI, 2009).

iv) Técnica do Inseto Esteéril (TIE)

A TIE consiste na liberagdo de um grande numero de machos estéreis no ambiente
onde eles copulam com as fémeas da natureza, transferindo espermatozoides inviaveis. O
resultado é a ndo fecundacao dos 6vulos das fémeas e a consequente reducdo populacional.
Aplicada, semanalmente, e por certo periodo de tempo —meses ou anos — a TIE é usada em
programas de erradicacdo, de supressao ou ainda de prevencao (MALAVASI, 2009).

v) Genético

O melhoramento genético de frutiferas na busca de variedades resistentes as moscas-
das-frutas € uma das melhores alternativas de controle, pois este método além de reduzir a
populacdo de tefritideos pragas também é compativel com todos os outros métodos
(BRANCO; VENDRAMIM, DENARDI et al., 2000).

2.4. O Complexo Anastrepha fraterculus (AF)

Segundo Ridley (2006), as espécies sdo identificadas principalmente por suas
caracteristicas morfolégicas. Algumas espécies podem exibir diferencas comportamentais,
ecologicas e genéticas e ndo apresentar distingdo morfolégica sendo denominadas de
espécies cripticas, ou seja, estas espécies sdo isoladas reprodutivamente, mas nao
morfologicamente (MAYR, 2001; RIDLEY, 2006).

Complexos de espécies cripticas sdo comuns em varios grupos tais como peixes,
anfibios, insetos, fungos e plantas (BICKFORD et al., 2007). O surgimento de espécies
cripticas em alguns desses taxons pode ser explicado por trés hipéteses. A primeira hipétese
afirma que a mudanca em caracteristicas morfolégicas pode ndo ocorrer devido a um recente
processo de especiacdo (LANDRY et al., 2003). De acordo com a segunda hipétese, tdxons
gue utilizam algum tipo de sinal como sons e feromdnios para o reconhecimento dos parceiros
compreendem um grande numero de espécies cripticas, pois a mudanca nesses sinais pode

ndo refletir em uma mudanca morfologica (BICKFORD et al., 2007). A terceira hipbtese
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postula que alguns grupos nao apresentam caracteristicas morfolégicas que possam ser
utilizadas para a distingdo das espécies, como ocorre em certas espécies de esponjas e
nematoides (KLATAU et al., 1999; BLOUIN, 2002).

Os primeiros registros de espécies cripticas em A. fraterculus foram descritos por Stone
(1942), o qual, através da observacdo de caracteres morfoldégicos das asas considerou-as
como racgas geograficas. Em 1944, Baker sugeriu a existéncia de um complexo de espécies
cripticas, o qual foi confirmado posteriormente utilizando diversas caracteristicas bioldgicas,
como cariétipo (MENDES, 1958; BUSH, 1962; SOLFERINI & MORGANTE, 1987,
MORGANTE et al., 1993); isozimas (MORGANTE et al., 1980, BAKER et al., 1980; STECK
1991; AMARAL, 1994; ALBERTI et al., 1999, 2002; BASSO et al., 2003); DNA mitocondrial
(STECK; SHEPPARD, 1993; SANTOS, 1994); RNA 16S mitocondrial (MCPHERON et al.,
1999), gene citocromo oxidase | (COI mitocondrial) (SMITH-CALDAS et al., 2001) e o gene
nuclear (BARR et al., 2005).

No Brasil, diversos trabalhos relataram diferencas nos cariétipos (SELIVON et al.,
2004a, 2005, GODAY et al., 2006), na estrutura dos ovos (SELIVON; PERONDINI, 1998,
SELIVON et al.,, 2004a, FIGUEIREDO et al., 2011), em isozimas (SELIVON et al., 1996;
SELIVON; PERONDINI; MORGANTE, 2005), na morfometria de estruturas dos adultos
(SELIVON et al., 2004b; SELIVON; PERONDINI; MORGANTE, 2005), isolamento reprodutivo
(SELIVON; PERONDINI; MORGANTE, 1999; SELIVON; PERONDINI; MORGANTE, 2005),
caracterizando a existéncia de trés espécies no complexo que foram denominadas,
provisoriamente por Anastrepha sp.l aff. fraterculus, A. sp2 aff. fraterculus e A. sp3 aff.
fraterculus. Além dessas, SELIVON et al. (2004b) caracterizou outra entidade, A. sp4 affinis
fraterculus, encontrada em Guayaquil, Equador.

Hernandez-Ortiz et al. (2004) e Prezotto (2008), analisando amostras de diversas
localidades do México, Peru, Equador, Coldbmbia, Brasil e Argentina, mostraram que outras
espécies devem existir no complexo de espécies cripticas de A. fraterculus. Vera et al. (2006)
encontraram isolamento reprodutivo entre populacdes de diversas localidades do Peru,
Colébmbia, Brasil e Argentina, no entanto, foi verificada compatibilidade entre Brasil e

Argentina. Além disso, amostras de A. fraterculus de populacdes da Argentina e do Peru
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apresentaram diferencas comportamentais, quimicas, citolégicas e genéticas, indicando

pertencerem a diferentes entidades biolégicas (CACERES et al., 2009).

Hernandez-Ortiz et al. (2012) demonstraram a presenca de, ao menos, sete morfotipos
distintos dentro deste complexo de espécies e, recentemente foi incluido um morfotipo
equatoriano, totalizando oito morfotipos distintos (HERNANDEZ-ORTIZ; CANAL; TRIGRERO,
2013). Segundo estes autores, de acordo com as areas biogeograficas das Américas, as
populagdes que ocorrem no dominio Mesoamericano (México, Guatemala e Panama) foram
agrupadas em uma Unica entidade, rotuladas como morfotipo "Mexicano”. No noroeste do
dominio Sul-americano, as amostras cairam em trés grupos distintos: o morfotipo
"Venezuelano”, com uma Unica populagdo das planicies do Caribe venezuelano; o "Andino",
morfotipo das terras altas da Venezuela e da Coléombia, e o terceiro grupo ou morfotipo
"Peruano”, compreendendo as amostras das planicies costeiras do Pacifico no Equador (A.
sp.4) e Peru.

Trés grupos adicionais foram identificados nas sub-regides do Chaco e Paranaense
correspondentes as trés entidades caracterizadas por Selivon et al. (2004a) e Selivon;
Perondini; Morgante (2005): o morfotipo "Brasileiro-1" (A. sp.1) foi reconhecido como o0 mais
comum ao Brasil, incluindo as amostras da Argentina, e amplamente distribuido nessas
regides biogeograficas; o morfotipo "Brasileiro-2" (A. sp.2), incluindo duas amostras do estado
de S&o Paulo (llhabela e Sdo Sebastidao) e o morfotipo "Brasileiro-3" (A. sp.3) incluiu uma
Unica populagéo de Botucatu (estado de S&o Paulo) (HERNANDEZ-ORTIZ et al., 2012). Com
base em dados publicados anteriormente (acima citados) que mostram diferenciacdo genética
e cariotipica, bem como isolamento reprodutivo entre alguns desses grupos, Hernandez-Ortiz
et al. (2012) concluiram que esses morfotipos de fato representam grupos naturais e
entidades taxonOGmicas distintas.

2.5. Comportamento e feromoénio sexual de Anastrepha fratercullus

Qualquer substancia quimica que liberada por um determinado organismo provoque
uma mudanca fisiolégica e/ou comportamental em um outro organismo é denominada de
semioquimico e, quando possuem ac¢do intraespecifica, ou seja, se atuam entre organismos
de uma mesma espécie, sdo denominadas feromoénios. Estes, mediando atracdo entre
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individuos de sexo oposto objetivando o acasalamento sdo considerados feroménios sexuais
(CORREA; SANT’ANA, 2001).

Quanto ao repertorio do comportamento sexual de A. fraterculus, sabe-se que ele é
complexo, heterogéneo e com alta plasticidade fenotipica (ALUJA et al., 2000; CENDRA,
2007). O sistema de acasalamento desta espécie é baseado em “leks” (MALAVASI;
MORGANTE; PROKOPY, 1983), definidos como agregacdes de trés ou mais machos nas
folhas de uma é&rvore com o objetivo de atrair, cortejar, a partir de um repertério
comportamental caracterizado por estimulos visuais e acusticos e copular com a fémea
(FIELD; KASPI; YUVAL, 2002; SEGURA et al. 2007). Por intermediarem a atracdo de machos
e fémeas de uma mesma espécie, 0s sinais quimicos empregados por machos de A.
fraterculus sédo também denominados feroménios de agregacdo (LANDOLT, 1997).

A liberacdo dos atraentes sexuais é feita pela distenséo lateral da cuticula abdominal
na altura do terceiro ao quinto segmentos, formando bolsas que estdo associadas as
glandulas exdcrinas pleurais. Além dessa via, as substancias atraentes sdo também oriundas
de secrecdes intestinais, as quais sdo liberadas no momento em que o tecido anal é evertido,
apresentando uma goticula de secrecdo na extremidade do abdome e pela extensdo e
retracdo das partes bucais, que estdo associadas as glandulas salivares (MALAVASI;
BARROS, 1988; NATION, 1989; LANDOLT; AVERILL, 1999). Durante o periodo de expanséo
das bolsas abdominais e da bolsa anal, o macho mantém as asas em angulo reto ao corpo
(Figura 8), vibrando-as periodicamente em alta frequéncia por um periodo de um a trés
segundos.

Em adicdo aos sons produzidos, os quais possivelmente funcionam na comunicagao,
a vibragao de asas ajuda na dispersao dos atraentes sexuais, uma vez que, direciona um jato
de ar sobre as referidas bolsas, além de elevar a temperatura do corpo como resultado do
trabalho metabdlico realizado. Frequentemente, ap6s um periodo de vibracdo de asas, 0
inseto toca a superficie da folha com a extremidade do abdome, provavelmente depositando
pequenas quantidades de atraente sexual. Em seguida, o macho gira o corpo em outra
direcéo e repete a vibracdo de asas e o0 toque sobre a superficie da folha com a extremidade
do abdome (NATION, 1989).
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Figura 8 — Expanséao da bolsa anal em machos de A. fraterculus

Fonte: Adaptado de LIMA; HOUSE [1997]

2.6. Técnicas de extracdo de semioquimicos

As principais técnicas empregadas na extracdo de compostos volateis liberados por
insetos sao a extracao por aeracao e a extracao por solvente (ZARBIN, 2001).

2.6.1. Técnica de coleta de volateis - Aeragao

Por meio do processo de aeracao, também denominada de Headspace dinamico, todos
os volateis liberados por insetos, 0,que inclui os feromonios, séo coletados (ZARBIM, 2001). A
aeracdo é um meétodo para coleta de volateis de amostras complexas podendo ser

esquematizado como mostra na Figura 9.
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Figura 9 — Desenho esquematico de um sistema de coleta de volateis por aeracéo
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Os compostos volateis liberados pelos insetos sdo aprisionados em materiais
adsorventes como silica, carvao ativo e polimeros porosos (Porapak Q, Tenax® etc.) e sua
dessorcdo € realizada utilizando-se uma pequena quantidade de solventes como
diclorometano, hexano e éter com um alto grau de pureza, pois, desta forma, aumenta o
rendimento da extracdo e diminui o grau de impurezas. A preferéncia por tais solventes deve-
se a sua volatilidade, o que possibilita a evaporacdo sem que os materiais coletados sejam
expostos a altas temperaturas. Os sistemas de aeracédo utilizados geralmente sao de vidro ou
de materiais que nao liberem volateis, pois podem causar a contaminacdo da amostra. Na
aeracdo as coletas normalmente sdo realizadas em ciclos de 24 horas, e sempre com

temperatura e fotoperiodo controlado (ZARBIN, 2001).

2.6.2. Extracao por solvente

7

A extracdo por solvente é amplamente empregada na obtencdo de extratos de
glandulas ou de partes do corpo do inseto. Para se extrair a glandula é necessario que a
mesma seja extraida do corpo do inseto e posteriormente transferida para um recipiente
contendo o solvente, geralmente de baixa polaridade como diclorometano ou hexano. Quando

a extracdo é realizada a partir do corpo ou secc¢des do corpo do inseto, outros compostos que
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ndo fazem parte do elenco da secrecdo presente na glandula exdcrina podem ser detectados.
O material coletado sempre ira apresentar uma quantidade muito maior de impurezas, tais
como hidrocarbonetos, acidos graxos e outros (ZARBIN; FERREIRA; LEAL, 1999).

2.6.3. Microextracdo em fase sdlida (SPME)

Além da aeracao e da extracdo por solvente, outra técnica para extracao de volateis de
insetos é a microextragdo em fase solida (SPME), que consiste no emprego de uma fibra de
silica fundida envolta por uma camada de adsorvente (polimero poroso), na qual os
compostos sao adsorvidos, sendo posteriormente dessorvidos termicamente no injetor do
cromatografo gasoso (NASCIMENTO; SANT'ANA, 2001).

2.7. Técnicas de isolamento e identificacdo de semioquimicos
2.7.1. Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Para o isolamento e identificacdo de semioquimicos normalmente é empregado uma
técnica cromatografica seguida por algum método espectroscopico. O método mais eficiente
até o momento € a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),

isso devido a quantidade excessivamente pequena de material produzido e liberado pelo
inseto que sdo na ordem de 10° -10° gramas (NASCIMENTO; SANT’ANA, 2001).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo que estd fundamentada na
migracgéo diferencial dos componentes de uma mistura, devido a diferentes interagdes, entre

duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Por sua vez, na cromatografia gasosa, os componentes de uma amostra vaporizada
sdo separados em consequéncia de sua particdo entre uma fase mével gasosa (denominada
gas de arraste) e uma fase estacionaria liquida ou sélida contida dentro da coluna. Ao
realizar-se uma separagdo por cromatografia gasosa, a amostra € vaporizada e injetada na
cabeca da coluna cromatogréfica. A elui¢do é feita por um fluxo de fase mével gasosa inerte.
Em contraste, com muitos outros tipos de cromatografia, a fase mével ndo interage com as
moléculas do analito; sua Unica funcdo é transportar o analito através da coluna (SKOOG,
2006).
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Um aparelho de cromatografia gasosa é composto por quatro partes conforme descrito
no esquema da Figura 10. O injetor, por onde é introduzida a amostra, sendo também
responsavel pela vaporizacdo do extrato; a coluna — localizada no interior de um forno, cuja
funcd@o é separar os constituintes do extrato; o detector, responséavel pela captacdo de cada
composto separado pela coluna; e um registrador que condensa 0s sinais emitidos pelo
detector e os converte na forma de grafico. O grafico obtido € denominado cromatograma, e
cada pico registrado correspondem a um composto, ou a uma mistura de isGmeros racémicos
(ZARBIN, 2001).

Figura 10 — Esquema de um cromatografo gasoso
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Fonte: SANTOS [2003]

A identificacdo dos compostos presentes na amostra ocorre por comparacdo dos
tempos de retencdo dos compostos e comparacdo com resultados descritos na literatura e
pela espectrometria de massas, que consiste na ionizacao/fragmentacdo dos compostos que
foram previamente separados pelo cromatdégrafo. A cromatografia pode ser combinada a
diferentes sistemas de deteccdo. Um dos detectores mais poderosos para a cromatografia
gasosa € o espectrdmetro de massas, uma vez que combina as vantagens da cromatografia
(alta seletividade e eficiéncia de separagdo) com as vantagens da espectrometria de massas
(obtencéo de informacéo estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade)
(ZARBIM, 2001).
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Um diagrama de blocos de um espectrometro de massas € mostrado na Figura 11. No
espectrdmetro de massas, a amostra entra na fonte de ionizagdo através de um sistema de
entrada. As moléculas da amostra sdo convertidas a ions e frequentemente fragmentadas na
fonte de ionizagdo. Entéo, os ions passam para o analisador no qual sédo separados de acordo
com a suas raz6es massal/carga. A seguir, 0s ions separados atingem um detector de ions no

gual produzem um sinal elétrico que é registrado e representado na forma de gréafico pelo
sistema de dados (SKOOG et al., 2006).

Figura 11 - Diagrama de blocos de um espectrometro de massas.
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Fonte: SKOOG et al. [2006]

2.7.2. Cromatografia Gasosa Bidimensional acoplada a Espectrometria de Massas com
detector “Time-of-Flight” (CG x CG/TOF-EM)

A Cromatografia Gasosa Bidimensional acoplada a Espectrometria de Massas com
detector “Time-of-Flight” (CG x CG/TOF-EM) € uma técnica analitica que oferece uma solucao
para o problema da co-eluicdo dos compostos encontrada na CG unidimensional, pois ela
apresenta uma alta sensibilidade e seletividade. Nesta técnica, é possivel analisar misturas
volateis complexas e em baixas concentracfes do analito. O método consiste de dois
sistemas de CG (CG x CG) equipado com duas colunas de polaridades diferentes,
conectados por um modulador que € o componente fundamental na CG x CG, pois ele coleta
continuamente pequenas fracdes da amostra da primeira coluna (1D), reconcentra-as em uma

banda estreita e rejeita-as na segunda coluna (2D) (PEDROSO et al., 2009).
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O esquema da Figura 12 mostra o diagrama das etapas de um Cromatégrafo gasoso
bidimensional. A principio, a amostra € injetada (a) na primeira coluna (b) onde os compostos
sao eluidos e carregados por um gas de arraste (gas inerte) até o modulador (c) criogénico,
onde ocorre o resfriamento através de jatos de CO, ou de N2 liquido diretamentes na coluna.
Este modulador condensa repetidamente os compostos eluidos na coluna principal e libera
periodicamente todo eluente como pulsos curtos na segunda coluna (d). Os fragmentos
gerados sao capturados por um detector (e), onde os dados obtidos séo levados a um banco

de dados e, por comparacgéo das massas, € feita a identificacdo (DMANDJA, 2004).

Figura 12 - Diagrama de CG x CG.
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Descricdo: Diagrama basico de um sistema CG x CG onde: (a) injetor, (b) coluna primaria, (c) conectores de
coluna, d) interface CGxCG, (e) coluna secundaria, (f) detector e (g) divisdo opcional para um forno secundario
(extraido de Dmandja [2004])

No que se refere as dimensdes das colunas utilizadas, a escolha mais comum para a
primeira coluna capilar € a convencional apolar e longa de aproximadamente 30 m x 0,25
milimetros de espessura e pelicula de 0,25-1,0 mM, na qual produz picos relativamente largos
jA que os compostos serdo separados de acordo com sua volatilidade. Ja a segunda coluna é
geralmente constituida por material polar e sdo mais curtas de 1-2 m x 0,1 mm de diametro x
0,1 mm de espessura e pelicula de micro - furo, aumentando assim a seletividade (PEDROSO
et al., 2009).

A cromatografia bidimensional (CG x CG) produz picos muito estreitos (abaixo de 50
ms, dependendo da frequéncia da modulagéo criogénica); deste modo, um detector TOF com
uma elevada capacidade de aquisicdo de dados (até 500 espectros por segundo) é
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imprescindivel. A natureza pulsante da fonte de ionizacdo do TOF-EM reforgca o sistema de
precisdo, evitando o desvio espectral comum em um modo continuo de ionizagdo. Assim, o
CG x CG com deteccao TOF-EM funciona com uma elevada precisao independentemente do
intervalo de concentragcdo (DMANDJA, 2004).

2.7.3. Cromatografia gasosa acoplada a detector eletroantenografico (CG-EAG)

A técnica da cromatografia gasosa acoplada ao detector eletroantenografico (CG-
EAG) foi primeiramente relatada por Moorhouse et al., (1969) como sendo um método
extremamente eficaz para a deteccao de feromdnios, uma vez que estaria aliada a
especificidade e sensibilidade do EAG a enorme capacidade analitica e separagdo do
cromatografo. Utilizando-se esta nova tecnologia, por meio de uma simples andlise do extrato
bruto, pode-se determinar com total precisdo, qual composto € o feroménio. O esquema de
um cromatégrafo a gas acoplado a um detector eletroantenografico (CG-EAG) e um dado
cromatograma, estdo descritos na Figuras 13 e 14, respectivamente.

A amostra ao ser injetada ira percorrer toda a coluna para que haja a separagédo dos
compostos. Ao final da corrida, o fluxo que esta saindo da coluna é dividido (split) em dois,
sendo que uma parte vai para o DIC (Detector de ionizacdo de Chamas) onde o
cromatograma € registrado e a outra parte vai para o EAG, onde a resposta da antena é
amplificada. Em funcdo de ambas as deteccbes serem simultaneas, é possivel saber se o
composto registrado pelo DIC é ou nao ativo (ZARBIN, 2001).

Figura 13 - Esquema de um CG-EAG
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Fonte: Adaptado de SYNTECH [2004]
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Figura 14 - Cromatograma obtido de uma andlise por CG-EAG.
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ABSTRACT

Volatile compounds involved in the chemical communication of fruit flies have been studied for
some years; however, their complete elucidation has not yet been reported. Tephritids, which
belong to the Anastrepha genus, exhibit inter- and intraspecific changes regarding the
chemical composition of their sex pheromones, as well as an evident relationship with the
volatiles produced by their hosts. This paper reports advances in the elucidation of the
chemical communication of Anastrepha species that involve sex pheromones, cuticular
hydrocarbons, and the interaction between the fruit host volatiles and compounds released by
the male flies.

Keywords: cryptic species; fruit flies; Anastrepha.
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INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, perdendo apenas para a China e a
india, ocupando o primeiro lugar em nimero de espécies de clima tropical. Ainda, nos ultimos
doze anos, as exportacdes de frutos frescos cresceram uma média de 2,5 toneladas/ ano,
representando um montante superior a 900 milhdes de délares, ao passo que as frutas
processadas representaram cerca de dois bilhBes de ddlares no agronegocio de frutas. No
ano de 2011 foram exportadas 681.268 toneladas de frutos com uma previsédo de mais de 750
mil toneladas para 2012.* Embora o mercado exportador de frutos brasileiros esteja em nitida
expansao, alguns problemas surgem em decorréncia do ataque de insetos-praga,
destacando-se dentre eles as moscas-das-frutas, devido aos grandes prejuizos causados ao
mercado interno por ocasionarem queda precoce e depreciagdo de frutos para consumo in
natura e para a industrializaco.?

Os danos diretos causados pelas moscas-das-frutas séo representados pela punctura
realizada pela fémea, no momento da oviposi¢céo, e/ou pelo desenvolvimento da larva no
interior do fruto. Dependendo da espécie frutifera, a punctura realizada durante a oviposi¢do
pode servir de porta de entrada para fungos e bactérias, como foi observado em macieira,?
podendo ocorrer também a queda prematura dos frutos, provocada por disturbios hormonais,
devido as larvas que se desenvolvem no seu interior.*®

De acordo com a FAO (Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentag&o e Agricultura),
mundialmente, os prejuizos causados por tefritideos totalizam US$ 1,7 bilhdo por ano, 10%
dos quais ocorrem no Brasil.® Poucos insetos tém maior impacto no comércio internacional do
que as moscas-das-frutas pertencentes a familia Tephritidae. Tais moscas tém assumido
crescente importancia enquanto pragas de frutas e vegetais, gerando a implantacdo de sérios
programas de controle regionais, nacionais e interfronteiras.’

A forma de controle para moscas-das-frutas mais amplamente usada no Brasil € a quimica,
por meio de aplicacbes de iscas tOxicas e pulverizagbes em cobertura, empregando-se
inseticidas fosforados, os quais possuem elevada toxicidade e caréncia, além de ndo serem
seletivos aos inimigos naturais.®® Com a mudanca no perfil do consumidor, particularmente os
apreciadores de frutos in natura, que exigem alimentos com niveis reduzidos ou isentos de
residuos de agrotoxicos e da conscientizacdo da populacdo sobre os riscos ambientais
causados por tais produtos, os programas de manejo integrado de pragas tém incentivado o
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uso de varios métodos e téticas de controle destacando-se dentre eles 0 monitoramento dos
pomares, o ensacamento dos frutos, a resisténcia varietal, o controle biolégico e o uso de
atrativos.’® O uso de semioquimicos, principalmente os feroménios, de insetos-praga aumenta
a eficiéncia de estratégias de controle, tais como monitoramento, coleta em massa e confuséo
sexual, e ainda contribui para a preservacdo do meio ambiente.™*

Dentre os tefritidios, aqueles pertencentes ao género Anastrepha Schiner contém o maior
nimero de espécies nos trépicos e subtropicos das Américas com mais de 250 descritas.*?*°
Da mesma forma, é o género mais importante em nivel de pragas nessas regides.!’ No
mundo, as espécies estdo distribuidas principalmente na América do Sul e em parte das
Américas Central e do Norte-México, sul do Texas e centro-sul da Flérida.'® As de maior
importancia econdmica sao A. obliqua (Macquart), A. ludens (Loew), A.suspensa (Loew), A.
grandis (Macquart), A. serpentina (Wiedemann), A. striata (Schiner).’® e A. fraterculus
(Wiedemann) com destaque para esta Ultima, conhecida como mosca das frutas sul-
americana, a qual é altamente polifaga'® e apresenta uma ampla distribuicdo nas Américas,
desde o sul dos Estados Unidos até a Argentina.?

Anastrepha  fraterculus, originalmente considerada uma praga amplamente
distribuida,'®?**? & atualmente conhecida por constituir um complexo de espécies cripticas
(denominado Complexo AF) que exibe niveis consideraveis de isolamento reprodutivo pré- e
pos-zigdtico. Alguns estudos importantes realizados com diferentes populacdes desta
espécie, inclusive brasileiras, demonstraram a existéncia de entidades taxondmicas distintas.
Tais diferencas foram observadas em nivel de filogenia (gene mitocondrial citocromo oxidase |
- COlI), citogenética (diferenciacdo cariotipica), preferéncia do hospedeiro, isoenzimatica,
morfologia de ovos, desenvolvimento embrionario, morfometria e compatibilidade de
acasalamento, além da comunicacdo quimica, neste caso somente para populacdes do Peru

e Argentina.?*®

No Brasil, o estudo do complexo fraterculus é de especial interesse, porque estudos
anteriores sugeriram a existéncia de trés espécies neste complexo, as quais foram
denominadas Anastrepha fraterculus sp.1l aff. fraterculus, Anastrepha fraterculus sp.2 aff.
fraterculus e Anastrepha fraterculus sp.3 aff. fraterculus.®2**%*3° Da mesma forma, o
cruzamento de Anastrepha fraterculus sp. 1 aff. fraterculus com Anastrepha fraterculus sp.2
aff. fraterculus, resultou na diminuicdo do periodo de incubacdo de ovos e no desvio da
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proporcdo sexual, indicando a existéncia de isolamento reprodutivo.?®>** Esse alto nivel de

7

isolamento pré-zigético € baseado nas diferencas no ritmo da atividade sexual e,

provavelmente, na composicdo do feromdnio sexual do macho.*®*

Os insetos exercem as relagbes ecoldgicas envolvidas na sua comunicagdo com o
ambiente e com 0s outros organismos de varias maneiras, sendo uma das mais importantes
aguela que é mediada por compostos quimicos. Esses compostos, denominados sinais
quimicos ou semioquimicos €, provavelmente, a mais antiga forma de comunicacdo em
organismos Vvivos, e 0s insetos constituem um grupo de animais que utilizam e dependem
destes compostos em diversas etapas do seu comportamento reprodutivo e de sobrevivéncia
no habitat em que estéo inseridas. Os sinais quimicos utilizados pelos insetos séo divididos
em dois grupos: os aleloquimicos e os feroménios. Os aleloquimicos compreendem as
substancias envolvidas na comunicacao interespecifica e atuam no processo de busca pelo
alimento, tais compostos podem agir como alomoénios, cairomdnios e sinomonios,
dependendo do organismo que emite e recebe os sinais. Quando o semioquimico tem acao
intraespecifica € chamado de feroménio e se € liberado pelo macho ou pela fémea e atrai 0
sexo oposto é conhecido como feroménio sexual.**** Esses sinais sdo percebidos por células

5

nervosas receptoras localizadas dentro das sensilas olfativas,* as quais estdo presentes

principalmente nas antenas, podendo, também, estarem localizadas nas mandibulas, palpos,
tarsos e no ovipositor.*®*®

Nas espécies do género Anastrepha a liberagdo dos atraentes sexuais € feita pela
distensao lateral da cuticula abdominal na altura do terceiro ao quinto segmentos, formando
bolsas que estdo associadas as glandulas exdcrinas pleurais. Além dessa via, as substancias
atraentes sdo também oriundas de secrecdes intestinais, as quais séo liberadas no momento
em que o tecido anal é evertido, apresentando uma goticula de secrecdo na extremidade do
abdome e pela extensdo e retracdo das partes bucais, que estdo associadas as glandulas

salivares.**!

Feromonio de agregacao

A comunicacdo é um processo crucial para ambas as interagfes intra e interespecifica de
todos 0s organismos.”> Em tefritideos como Anastrepha spp., os machos produzem
feromonios para atrair machos e fémeas coespecificas para os leks (assembléias de machos).
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Por funcionar como atraente para ambos 0s sexos, este sinal quimico é classificado como
feromonio de agregacao. Entretanto, pelo fato de funcionar como atraente para fémeas, este
sinal também pode ser classificado como feromoénio sexual. A resposta comportamental de
um inseto estimulado pelo feroménio de agregacdo é o movimento em dire¢cdo a fonte
feromonal. Além disso, na maioria das vezes, a agregacdo de ambos 0s sexos ocorre em
associagcdo com os locais de oviposicdo, alimentacdo ou ainda com a exibicdo de
comportamento agressivo relacionado & defesa de territério.>

Os tefritideos, por exemplo, utilizam pistas olfativas para buscar e avaliar o habitat, as
fontes de alimento e os sitios de oviposic&o.”*>® Sendo assim, os sinais quimicos tém sido
estudados a partir de duas diferentes perspectivas: i) a forma como as moscas armazenam e
liberam os feroménios sexuais®’ e ii) como estes infoquimicos sdo empregados na atracéo de
fémeas e influenciam no sucesso do acasalamento.**®

Os feromdnios sexuais desempenham papel fundamental no reconhecimento de parceiro e
no comportamento de acasalamento de espécies pertencentes ao género Anastrepha. Nas
espécies deste género, um macho pioneiro escolhe um determinado sitio e inicia o
comportamento de chamamento e corte, emitindo sinais quimicos que atraem outros machos
para o0 mesmo local, os quais também passam a exibir um comportamento coletivo que
envolve movimentos estereotipados e a liberacdo simultdnea de sinais quimicos, acusticos e
visuais, para atrair fémeas sexualmente receptivas, as quais, ap0s interagirem com alguns
machos do grupo, escolhem um deles para copular.®*®

As é&reas de exibicdo onde 0os machos se congregam para atrair e cortejar as fémeas séo
denominadas de assembleias de machos ou leks e ja foram observadas em algumas espécies
do género Anastrepha.”®® Varios tefritideos formam leks nas folhagens das arvores
hospedeiras ou ndo, proximas aos sitios de oviposi¢do das fémeas, que sédo atraidas para os
leks objetivando exclusivamente a corte e a selecdo do parceiro.®

Anastrepha spp. obedece a um padrdo pouco variavel na sequéncia comportamental, as
mudancas ocorrem basicamente em relagdo ao periodo do dia e fatores como idade e status
de acasalamento. Apés atingirem a maturidade sexual, na fase adulta, os machos exibem o
comportamento de chamamento, apresentando uma distensao das bolsas abdominais e da
bolsa anal e mantém as asas em angulo reto ao corpo, vibrando-as periodicamente em alta
frequéncia por um periodo de 1 a 3 segundos. Em adicdo aos sons produzidos, 0s quais
possivelmente fazem parte do processo de comunicacdo, a vibracdo de asas ajuda na
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dispersdo dos atraentes sexuais, uma vez que direciona um jato de ar sobre as referidas
bolsas, além de elevar a temperatura do corpo como resultado do trabalho metabdlico
realizado. Frequentemente, apdés um periodo de vibracdo de asas, o inseto toca a superficie
da folha com a extremidade do abdome, provavelmente depositando pequenas quantidades
de atraente sexual e, em seguida, gira o corpo em outra direcao e repete a vibracéo de asas e
o toque sobre a superficie da folha com a extremidade do abdome.>* Alguns componentes do
feromonio sexual ja foram identificados em espécies do género Anastrepha (Tabela 1).

Anastrepha suspensa

Para A. suspensa, nove compostos incluindo dois alcoois: (Z)-3-nonenol e (Z, Z)-3,6-

nonadienol:®?

trés lactonas isoméricas: anastrefina (trans-hexaidro-trans-4,7a-dimetil-4-vinil-2-
(3H)- benzofuranona), epianastrefina (trans-hexaidro-cis-4,7a-dimetil-  4-vinil-2-(3H)-
benzofuranona) e suspensolideo (E,E)-4,8-dimetil- 3,8-decadien-10-olideo);**®* trés
sesquiterpenos: [B-bisaboleno, E,E-a-farneseno e a-trans-bergamoteno e um monoterpeno:
(Z)-B-ocimeno,®*®’ foram identificados como os compostos volateis presentes na mistura
liberada por machos e que funciona como atraente para as fémeas. As fontes de emissao
destes compostos sdo principalmente a cavidade pré-oral e a bolsa anal do macho,
entretanto, a liberagdo de alguns destes constituintes volateis através de poros presentes na
cuticula ndo pode ser descartada.***?

Existem dois aspectos interessantes no comportamento de sinalizagdo sexual de
machos de A. suspensa: o primeiro € que, durante a liberacdo de feroménios, os machos
tocam a face da folha com um material proveniente da glandula anal e segundo, eles
regurgitam, através da cavidade pré-oral, gotas de liquido sobre as superficies foliares. Existe
um pico de inclinacdo da glandula feromonal anal no comec¢o do fotoperiodo, seguido por um
declinio e, entdo, mais um periodo extensivo de atividade na segunda metade do fotoperiodo.
Durante os periodos de picos de sinalizacdo, a maioria dos machos tem uma série distinta de
glandulas laterais projetadas para frente na maior parte do tempo. Episodios de agitacdo de
asas (os quais podem dispersar o ferom6nio) também s@o observados e a inclinagdo de
abddémen coincide com o periodo de ocupacgédo do macho na superficie da folha. Por sua vez,

as fémeas sdo atraidas até 48 horas apds a deposicao e, além disso, esse comportamento
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também foi observado em machos no momento em que estdo formando as assembleias ou
leks, objetivando criar um sistema em que a volatilizacdo do feroménio é lenta.®®

Inicialmente, foi sugerido que as lactonas isoméricas anastrefina e epianastrefina
poderiam funcionar como odores de atracdo, para fémeas desta espécie, quando misturados a
secrecdo oral.”* Posteriormente, anélises quimicas de extratos da secrecdo oral de machos
sexualmente maduros revelaram que além das duas lactonas acima mencionadas existem
mais trés compostos: outra lactona, o suspensolideo e dois sesquiterpenos: B-bisaboleno e
(E,E)-a- farneseno, os quais também estdo presentes, em grandes quantidades, na mistura de

compostos liberada por machos de A. suspensa durante a sinalizacdo sexual.®®

Anastrepha ludens

A mistura feromonal produzida ou emitida por machos de A. ludens é quimicamente
muito semelhante aquela produzida por machos de A. suspensa.®’

Os estudos conduzidos até hoje reportaram que as duas espécies diferiram
marcadamente com relacdo a mistura de terpenos liberada, em particular quanto as
proporcoes relativas dos sesquiterpenos. A mistura de compostos liberada por machos de A.
suspensa continha o sesquiterpeno ciclico b-bisaboleno, como 0 componente mais
abundante, uma menor quantidade de (E,E)-a-farneseno e tragos de a-trans-bergamoteno.
Por outro lado, a mistura de compostos volateis liberados por machos de A. ludens
apresentava o sesquiterpeno aciclico (E,E)-a-farneseno, como o componente presente em
maior proporcdo, uma menor quantidade de a-trans-bergamoteno e uma quantidade minima
de b-bisaboleno. Essas duas espécies também diferiram com relacdo aos monoterpenos
presentes na mistura de compostos volateis liberada pelos machos. A. suspensa liberou
exclusivamente o monoterpeno aciclico (Z)-b-ocimeno, enquanto A. ludens emitiu somente o
isdmero ciclico deste, o limoneno. Os autores relacionaram as diferencas encontradas nos
terpenos de A. suspensa e A. ludens ao isolamento reprodutivo destas duas espécies.®’
Sendo assim, as diferengas quantitativas e qualitativas da composi¢céo feromonal garantem a
especificidade da comunicacdo quimica entre as duas espécies.
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Anastrepha obliqua

Em A. obliqua, os primeiros estudos relatando a composi¢do do feroménio sexual de
machos foram realizados h& dez anos. No primeiro estudo com esta espécie, dois compostos,
(Z,E)-a-farneseno e (E,E)-a-farneseno, foram identificados como 0s compostos volateis
majoritarios presentes na mistura liberada por machos. Além destes terpendides, o alcool (Z)-
3-nonenol foi também identificado, sendo que os dois primeiros foram isolados de extratos das
glandulas salivares e o ultimo do intestino posterior de machos desta espécie. Além disso,
outros compostos, tais como: (Z,Z)-3,6-nonadienol, b-bisaboleno, suspensolideo, anastrefina
e apianastrefina, que foram identificados como componentes da mistura de compostos
liberados por machos de A. suspensa e A. ludens, ndo foram detectados na mistura produzida
por machos de A. obliqua.”®"* Em um segundo estudo, conduzido em 2004,* foi demonstrado
gue a mistura de compostos liberada por machos desta espécie é caracterizada pela
presenca predominante do 1-heptanol. Esse alcool ndo havia sido identificado em nenhuma
das espécies do género Anastrepha estudadas até entdo. Entretanto, nenhuma das lactonas
identificadas na mistura feromonal de machos de A. suspensa e A. ludens foi detectada na
mistura de compostos volateis liberada por machos de A. obliqua. Por outro lado, compostos
oxigenados, tais como: (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, 2-hexanona, hexanoato de etila e o0s
terpendides: linalol, a-trans-bergamoteno, a-trans-cariofleno e a-copaeno foram
caracterizados como constituintes da mistura de compostos liberada por machos de A.
obliqgua. Recentemente, foram identificados nove compostos liberados por machos desta
espécie, pertencentes a populacdes de laboratorio, a saber: (Z)-3-nonenol, nonadienol, um
sesquiterpeno de identidade desconhecida, b-farneseno, (E,E)-a-farneseno, (Z,E)-a-farneseno
e trés isdbmeros do farneseno. Dentre estes compostos, (Z)-3-nonenol e a mistura constituida
por (Z)-3-nonenol+b-farneseno foram atrativos para fémeas e machos de A. obliqua.” Apesar
disto, a identificacdo completa e a sintese dos compostos desconhecidos precisam ser
realizadas, para avaliagdo de suas atividades biolégicas em ensaios comportamentais.

Anastrepha striata

Para A. striata foi demonstrado que 0s principais compostos presentes na mistura
liberada por machos desta espécie foram: linalool, hexanoato de etila e octanoato de etila”
No entanto, a atividade feromonal destes compostos ainda néo foi estabelecida.
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Anastrepha serpentina

Recentemente, o feroménio de A. serpentina foi isolado e identificado e os dois
componentes majoritarios do feroménio emitido por machos foram a 2,5-dimetilpirazina (DMP)
e o0 3,6-diidro-2,5-dimetilpirazina (DHDMP), além da 2,3,5- trimetilpirazina (TMP) como
componente minoritario.”* Bioensaios subsequentes, nos quais foram testadas misturas
contendo DMP, TMP e DHDMP, aplicadas em papel filtro e expostas a fémeas de A.
serpentina, revelaram que a mistura constituida por DMP e DHDMP apresenta maior probabi-

lidade de constituir o feromdnio sexual para esta espécie.”
Anastrepha fraterculus

Os componentes volateis liberados por machos de A. fraterculus foram primeiramente
isolados das glandulas salivares de espécimes provenientes da regido sul do Brasil.”® No
extrato dessas glandulas foram identificados os sesquiterpenos isoméricos (E,Z)-a-farneseno
e (Z,E)-a-farneseno, e a lactona (E,E)-suspensolideo. A analise quimica da secrecao dessa
glandula revelou a presenca de (E,Z)-a-farneseno como o composto mais abundante, do
(Z,E)-a-farneseno e de quatro pirazinas: 2,5-dimetilpirazina (DMP), 2,3,5-trimetilpirazina
(TMP), 3-etil-2,5-dimetilpirazina (EDMP) e a 3-butil-2,5-dimetilpirazina, em quantidades muito
pequenas. Posteriormente, para essa mesma populacédo, foram identificados na mistura de
compostos volateis liberados por machos dois monoterpenos: o (Z)-b-ocimeno e o limoneno.
O primeiro em maior quantidade do que o segundo. No extrato de lavagem da camara onde
os machos foram acondicionados para coleta dos compostos volateis, foram identificadas as
lactonas anastrefina e epianastrefina, como componentes menos abundantes que o (E,2)-a-
farneseno.”” Um estudo quimico da mistura de constituintes volateis liberada por machos em
chamamento de populagédo de A. fraterculus, coletada no municipio de Paripueira (Alagoas),
regido nordeste do Brasil, revelou a presenca de 23 compostos, dos quais merecem destaque
o (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, o a-trans-bergamonteno, o a-trans-cariofileno, o (E,E)-a-farneseno
e o0 b-bisaboleno. Além desses compostos, as lactonas isoméricas suspensolideo, anastrefina
e epianastrefina, também foram identificadas.”®

Considerando a hipétese de que diferencas fisioldgicas e morfolégicas evidentes ou
sutis podem influenciar na composi¢do quimica do feromdnio sexual de populacfes diferentes

desta espécie, visto que 0s mesmos atuam no contexto intraespecifico, estudos recentes
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identificaram diferencas qualitativas e quantitativas na composi¢cado quimica do feroménio de
machos de A. fraterculus oriundos de populacées provenientes da Argentina e do Peru.”® Os
autores afirmaram que machos da primeira populagdo produzem pequenas quantidades de
(E)-b-ocimeno, n-nonanal e grandes quantidades de (Z)-3-nonen-1-ol, acido benzdico,
suspensolideo, (Z,E)-a-farneseno, (E,E)-a-farneseno, anastrefina e epianastrefina e nenhuma
guantidade detectavel de (E)-a-trans-bergamonteno ou b-bisaboleno. Entretanto, machos da
populacdo proveniente do Peru produziram pequenas quantidades de limoneno, n-nonanal e
(2)-3-nonen-1-ol e quantidades relativamente grandes de (E)-b-ocimeno e (E)-a-trans-
bergamoteno, (E,E)-a-farneseno e b-bisaboleno, suspensolideo, anastrefina e epianastrefina,
e, nenhuma quantidade detectavel de (Z,E)-a-farneseno. Além disso, a mistura de compostos
liberada por machos de populacdes hibridas (obtidas pelo cruzamento de machos e fémeas
de populacdes originarias da Argentina e do Peru) foram semelhantes tanto qualitativa quanto
guantitativamente e continham todos o0s compostos identificados nas cepas parentais.
Estudos de compatibilidade de acasalamento verificaram que fémeas hibridas preferem
acasalar com machos hibridos, sugerindo que tal resposta pode ser mediada por mudancas
na resposta ao feroménio do macho, indicando possiveis diferencas nas misturas feromonais
dos machos em relacéo aos parentais.**

Andlises quimicas e eletrofisiologicas de extratos contendo constituintes quimicos da
mistura feromonal liberada por machos de A. fraterculus, mantidos em laboratério e
provenientes de populagdo originaria da Argentina, demonstraram que, dentre 0S compostos
identificados, seis eliciaram respostas em antenas de fémeas, sédo eles: (Z)-3-nonen-1-ol,
(Z,2)-3,6-nonadien-1-ol, geranilacetona, (E,E)-3,6-a-farneseno, suspensolideo e (S,S)-(-)-
epianastrefina. Essas analises também revelaram que as antenas de machos coespecificos
respondem a estes compostos, com excecdo dos alcoois (Z)-3-nonen-1-ol e (Z,2)-3,6-
nonadien-1-ol.” Esses resultados sugerem a existéncia de uma especificidade sexual na
percepcao de componentes individuais do feromoénio sexual desta espécie e, por conseguinte,
levanta a hipdétese de uma implicagdo de tais componentes como sinais carreadores de
informacgdes especificas em duas situacdes distintas: a do chamamento para a formagéo de
leks e a que visa predominantemente a atracdo de fémeas para a escolha de parceiro. No
entanto, bioensaios especificos precisam ser conduzidos para confirmar ou refutar esta

hipotese.
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Tabela 1. Descrigdo dos compostos identificados na mistura feromonal de Anastrepha spp.

. fraterculus

Compostos Espécies
(2)-3-nonenol A. suspensa

A. ludens

A. obliqua

A. fraterculus
(Z,2)-3,6-nonadienol A. suspensa

A. ludens

A. fraterculus
Anastrefina (trans-hexaidro-trans-4,7a-dimetil-4-vinil-2-(3H)-benzofuranona) A. suspensa

A. fraterculus
Epinastrefina (trans-hexaidro-cis-4,7a-dimetil-4-vinil-2-(3H)-benzofuranona) A. suspensa

A. fraterculus
Suspensolideo (E,E)-4,8-dimetil-3,8-decadien-10-olideo A. suspensa

A. ludens

A. fraterculus
B-bisaboleno A. suspensa

A. ludens

A. fraterculus
(E,E)-a-farneseno A. suspensa

A. ludens

A. obliqua

A. fraterculus
(2)-B-ocimeno A. suspensa

A. fraterculus
a-trans-bergamoteno A. suspensa

A. ludens

A. obliqua
(S,S)-(-)-epianastrefina A. ludens
(S,S)-(-)-anastrefina A. ludens
(R,R)-(+)-epianastrefina A. ludens
Limoneno A. ludens

A

A.

A

A.

A.

A

A.

A.

A.

A

A

A

A

(Z,E)-a-farneseno obliqua
. fraterculus
1-heptanol obliqua
(E,Z2)-3,6-nonadien-1-ol obliqua
. fraterculus
Hexanoato de etila obliqua
striata
2-hexanona obliqua
Linalol . obliqua
. Striata
a-trans-cariofileno . obliqua
a-copaeno . obliqua
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(E,Z2)-3,6-Nonadienol . obliqua
B-farneseno . obliqua
Sesquiterpenos desconhecidos . obliqua
Isbmeros do farneseno . obliqua
Octanoato de etila . Striata
2,5-dimetilpirazina (DMP) . serpentina

. fraterculus

3,6-diidro-2,5-dimetilpirazina (DHDMP) . serpentina

. fraterculus

2,3,5-trimetilpirazina (TMP) . serpentina

. fraterculus

(E,Z)-a-farnezeno . fraterculus

3-butil-2,5-dimetil pirazina . fraterculus
(E,Z2)-3,6-nonadien-1-ol

(E)-B-ocimeno

. fraterculus

. fraterculus

n-nonanal . fraterculus

Acido benzoico . fraterculus

a-trans-bergamonteno . fraterculus

Geranilacetona . fraterculus

e I S 1 - ] I B I I B B

(E,E)-3,6-a-farneseno . fraterculus

Hidrocarbonetos cuticulares

Embora os atraentes de longa distancia (feroménios sexuais) sejam imprescindiveis
para 0 encontro entre parceiros, existem outras substancias, como € o caso dos
hidrocarbonetos e alguns compostos minoritarios tais como ésteres, alcodis e acidos graxos
livres, presentes na epicuticula do inseto, que podem funcionar como atraentes de curta
distancia, induzindo mudancgas fisioldgicas, tais como receptividade em fémeas e outros
comportamentos associados & cépula.?®2
A descoberta do papel que os hidrocarbonetos desempenham na comunicacdo quimica
(servir como feroménio sexual, cairomdnios, sinais de reconhecimento inter, intraespecifico e
sexual, mimetismo quimico e feroménios de efeito preparador) resultou em uma explosao de
novas informacdes nas ultimas décadas.®® Hidrocarbonetos cuticulares de insetos (CHCs) s&o

usualmente uma mistura de compostos que podem incluir n-alcanos, n-alcenos,
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monometilalcanos com ramificagdo terminal, monometilalcanos com ramificacdo interna,
dimetilalcanos, trimetilalcanos e outros. Eles séo sintetizados a partir dos precursores acetil-
CoA e malonil-CoA, a partir da descarboxilagéo nos oenocitos, os quais estdo associados com
as células epidérmicas ou corpos gordurosos. Apds a sintese, os CHCs séo transportados
através da hemolinfa pela proteina lipoforina.?%* Um esquema descritivo da sintese destes
hidrocarbonetos pode ser visualizado na Figura 1. O perfil de hidrocarbonetos cuticulares, os
guais sdo espécie-especificos tanto em insetos solitArios como sociais, servem como
impress6es digitais, tornando possivel discriminar espécies taxonomicamente semelhantes.®

Diferencas qualitativas e/ou quantitativas especificamente relacionadas ao sexo e ao
status de acasalamento tém sido demonstradas para uma extensa lista de insetos incluindo os
dipteros.®® Estudos realizados com tefritideos demonstraram que os CHCs constituem um
sinal potencial para o reconhecimento de espécies e de parceiros. A investigacdo de
mudancas no perfil de CHCs dependentes da idade e do sexo do inseto pode revelar
importantes informagBes para escolha entre parceiros, isto €, a qualidade do parceiro
potencial ou o seu status de acasalamento.®

Estudos recentes demonstraram que 0s compostos presentes na cuticula de machos e
fémeas de uma populacdo de A. fraterculus, proveniente da provincia de Tucuman, Argentina,
€ uma mistura de hidrocarbonetos saturados e insaturados, predominando, n-alcanos,
alcanos, metil-ramificados, alcenos e alcadienos, com 0 numero de carbonos variando entre
treze a trinta e sete atomos de carbono e que o perfil de hidrocarbonetos presente nas
cuticulas de machos e fémeas diferencia-se tanto em qualidade quanto em quantidade.®’

No Brasil, apesar de todos os estudos direcionados a caracterizagdo das populacdes
de A. fraterculus, muito pouco se sabe no que se refere a identificacdo dos hidrocarbonetos
cuticulares (CHCs) e esta pode ser uma ferramenta para diagndstico de populagdes diferentes

desta espécie, desde que a atividade biol6gica destes compostos seja elucidada.
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Figura 1. Rota de biosintese proposta para cadeias de hidrocarbonetos ramificadas

Feromonio de marcacdo do hospedeiro

Do ponto de vista da procura por sitios de oviposicdo, quando 0s recursos para o
forrageamento de insetos estéo fixados em uma determinada localidade (por exemplo, folhas,
frutos, larvas), a eficiéncia das fémeas na busca por um substrato adequado aumenta caso
elas sejam capazes de reconhecé-lo rapidamente e evitar os hospedeiros infestados. O uso
de feroménios de marcag¢do do hospedeiro (FMH) constitui uma estratégia de sucesso para
minimizar a superlotac&o e para provocar o afastamento de areas ja ocupadas.®

O comportamento de marcacdo do hospedeiro inclui a insercdo do aculeo pela fémea
na polpa do fruto, mantendo o ovipositor em posicéo perpendicular & superficie.®® As fémeas

ndo depositam ovos obrigatoriamente, mas, em alguns casos, removem 0 aculeo marcando
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somente a punctura ou, com o actleo protraido, depositam o FMH.® Assim, este feroménio é
um sinal quimico coespecifico associado com um hospedeiro que foi ocupado pelo inseto.”
Esse tipo de sinal é normalmente percebido por quimiorreceptores de contato e é geralmente
produzido por fémeas para funcionar como arrestante para fémeas coespecificas, evitando,
desta forma, uma multi-infestacéo do hospedeiro.*

Em moscas-das-frutas, a acdo de marcagdo do sitio de oviposi¢cédo ja foi observada
para 10 espécies do género Anastrepha® e o comportamento de marcacdo do hospedeiro j&
foi descrito para trés espécies de Anastrepha: A. suspensa,”® A. fraterculus® e A. ludens.?
Em Anastrepha, de maneira analoga ao que acontece com a espécie Ceratitis capitata e

algumas espécies do género Rhagoletis,®*’

a presenca do FMH né&o evita que outros
individuos da mesma espécie deixem de exibir os comportamentos de oviposicdo e de
marcacdo de fruto. Fémeas de A. ludens depositam seus ovos em grapefruits marcadas
anteriormente, ao menos trés vezes, por fémeas coespecificas. A baixa concentracdo do
ferdbmonio parece estimular a marcagdo continua do hospedeiro e, em concentracdes
maiores, a oviposicao parece ser desestimulada. Tal comportamento em A. ludens, por
exemplo, é regulado pela adaptacdo sensorial ou habituacdo ao feroménio de marcacdo em
conjunto com a inibicdo dose-dependente do comportamento locomotor.®?

Nas espécies do género Anastrepha, cujos FMHSs ja foram identificados, descobriu-se
gue eles sdo compostos polares (facilmente dissolvidos em agua e metanol) e notadamente
estaveis diante de variacdes de pH, condicbes de luz e temperatura ambiental.®® Para A.
ludens, A. obliqua e A. serpentina, além da funcao territorial, demonstrou-se que extratos
metandlicos de fezes de uma espécie de mosca eliciam atividade biolégica arrestante idéntica
nas trés espécies testadas, indicando uma funcéo de reconhecimento interespecifico mituo.®

Dentre os estudos relacionados a identificacdo de FMHs em espécies de Anastrepha
destaca-se um trabalho conduzido com A. ludens, que reporta a extracdo, determinacao
estrutural, sintese e a atividade biolégica de FMHs nesta espécie, presentes no extrato
metandlico de suas fezes. Neste trabalho, o acido (L)-2(R)-2-(2,14-dimetil-
pentadecanoilamino-pentanodidico) é descrito como o HMP de A. ludens, e a atividade
arrestante de oviposicéo deste composto e de dois anélogos sintéticos, DM-HMP (acido (L)-2-
(R)-2-metil-pentadecanoilamino]-pentanodidico e a anastrefamida (mistura diasteroisomérica
dos acidos (L)-2-(R)-2-metil-hexadecanoilamino]-pentanodiéico e (L)-2-(S)-2- metil-
hexadecanoilamino]-pentanodiéico 1:1) foi evidenciada, em espécies de Anastrepha de
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importancia econf6mica tais como A. fraterculus, A. grandis, A. ludens, A. obliqua, A.
serpentina. A. striata e A. suspensa.®

Anastrefamida e DM-HMP também foram avaliados como arrestantes de oviposi¢ao de
A. obligua em pomares tropicais de ameixa e manga. Os resultados obtidos indicaram uma
reducdo do nivel de infestacdo em pomares de ameixas da ordem de 53.3% e 58.7%,
respectivamente, no 18° e 26° dia apds aplicacdo. A anastrefamida, por sua vez, reduziu em
73.9% o nivel de infestacdo nesses pomares, 20 dias ap0s a aplicacdo, resultando numa
diminuicdo de 80% do nimero de larvas por fruto.!® Estudos posteriores com os quatro
diasteroisomeros do HMP demonstraram um efeito arrestante para o derivado (R)-L, DM-HMP
e para a anastrefamida de maneira anéloga ao efeito produzido pelo produto natural HMP.***
As estruturas destes compostos estédo descritas na Figura 2.

Estes estudos demonstram a importancia potencial do uso de FMHs no manejo de
moscas-das-frutas, incluindo Anastrepha spp. Inicialmente foi proposta a utilizacdo destes
compostos em uma estratégia push-pull (produto arrestante associado a um produto atraente

instalado em armadilhas),"*****

todavia, ndo indicada para o controle de espécies com alta
taxa de crescimento populacional. Foi postulado que o emprego de FMHs no controle de
Anastrepha spp. pode ser vidvel em quatro situacdes distintas de infestacdo: 1) em frutos cujo
tempo de permanéncia na arvore € pequeno, como € 0 caso de ameixas, mangas e goiabas;
2) em frutos de alto valor comercial, como € o caso dos cultivos de maca; 3) de frutos

organicos e 4) de frutos cuja utilizacdo de inseticidas é severamente restrita.’®

Interacdo dos compostos volateis de moscas-das-frutas do género Anastrepha com as
substancias voléateis dos hospedeiros

Além do enfoque feromonal, os compostos volateis produzidos por tefritideos envolvem
relagbes evidentes com o0s seus hospedeiros. Tem sido bem documentado que as plantas
hospedeiras podem influenciar o comportamento sexual de insetos herbivoros de diversas
maneiras, dentre elas a produgcdo ou a liberagdo de compostos volateis pelos insetos e a
busca por sitios apropriados para oviposicdo.'%? Adicionalmente, os feromdnios também
podem agir de maneira associada aos aleloquimicos (ex. acdo sinérgica de feromoénios de
agregacdo e compostos da planta hospedeira) ou terem sua emissao influenciada pelos
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aleloquimicos (ex. producédo de ferombnios de agregacdo somente na presenca da planta

hospedeira).?%103

HMP - A. ludens

(R)-L-HMP DH-HMP

ANASTREFAMIDA

Figura 2. Estrutura dos compostos descritos como feromodnio de marcac¢édo de hospedeiro com efeito
arrestante para Anastrepha spp. A. ludes. HMP: 4cido N-(2,14-dimetil-1-oxopentadecil)-glutamico; (R)-
L: (L)-2(R)-2-(2,14 - dimetilpentadecanoilamino-pentanodidico); acido DM-HMP:(&cido (L)-2-(R)- 2-
metil-pentadecanoilamino]-pentanodiodico e; Anastrefamida: mistura diasteroisomérica 1:1 dos acidos
(L)-2-(R)-2-metil-hexadecanoilamino]- pentanodidico e (L)-2-(S)-2-metil-hexadecanoilamino]-

pentanodibico

Para os insetos, dentre os estimulos quimicos, o olfato € considerado o principal
sentido na localizagdo de parceiros para a copula (ferombnios) e de plantas hospedeiras
(cairomobnios). Tefritideos adultos podem detectar compostos volateis de frutos a varios
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metros de distancia e estes estimulos séo utilizados por essas moscas para orientagdo em
direcdo a planta hospedeira. Apds o encontro, o fruto é escolhido com base na cor, forma,
tamanho e compostos volateis por ele liberados.*®**®® Tem sido demonstrado que odores
emitidos pelos frutos influenciam a cépula, a alimentacdo e a oviposicdo.'®® Esses odores
podem estimular uma maior ou menor atratividade, em decorréncia da idade, status de cépula
e experiéncia dos insetos com o hospedeiro.’®” A avaliacéo da resposta de Anastrepha ludens
aos compostos volateis de laranja e manga, verdes e maduras, indicaram que machos e
fémeas acasaladas foram significativamente mais atraidos aos frutos das duas espécies
guando estavam verdes, enquanto os nao copulados foram mais atraidos por frutos
maduros.'®

Estudos envolvendo o efeito da idade em relagdo as respostas eletroantenograficas
(EAG) de Anastrepha suspensa a duas substancias atraentes, indicaram que as fémeas desta
espécie apresentaram maior sensibilidade a aménia, quando estavam sexualmente imaturas,
e ao dioxido de carbono, quando estavam maduras. Contudo, em testes comportamentais, foi
verificado que tanto as fémeas imaturas quanto as maduras foram atraidas pela aménia. De
acordo com os autores ocorre a liberacdo dessa substancia, principalmente, quando alguns
alimentos proteicos estdo em estagio de decomposicdo, atraindo naturalmente as moscas
para estes recursos.'®®

Comparando os extratos de aeragao de machos de A. obliqua em chamamento e os de
frutos de Avehrroa carambola (Oxalidaceae), demonstrou-se que 0s mesmos apresentaram
como compostos em comum, a 2-hexanona, identificada dentre os compostos volateis
liberados pelos frutos de carambola nos estagios de maturacéo verde e intermediério, e o cis-
ocimeno, identificado apenas nos extratos de frutos no estagio verde. O hexanoato de etila,
encontrado no extrato obtido pela lavagem da camara de aeragéo dos insetos, foi identificado
como composto majoritario nos estagios de maturacdo do fruto ja mencionados. Nos frutos
dos trés estagios de maturacado, principalmente dos estagios intermediario e maduro, foram
identificados outros ésteres contendo seis atomos de carbono na cadeia principal, saturados e
insaturados, que tém possibilidade de serem convertidos em hexanoato de etila. Além disso,
embora o 3-octenoato de etila ndo tenha sido encontrado nos extratos de frutos de A.
carambola, o qual foi identificado tanto nos extratos de aeracdo de machos quanto nos de
lavagem da camara de aeragdo, uma série de ésteres saturados e insaturados contendo oito

atomos de carbono na cadeia foram encontrados nos frutos de carambola em estgio
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intermediario de maturacdo e nos completamente maduros. Esses compostos coincidentes
demonstraram a existéncia de similaridade na composi¢cdo quimica dessas duas misturas de
substancias volateis.**°

Estudos posteriores demonstraram que, entre 0s extratos de secrecdes de glandulas
salivares de machos de A. obliqua e aqueles de seu fruto hospedeiro, a carambola, o estagio
de maturacdo verde, preferido por fémeas da espécie para oviposi¢do, coincidiu em oito
compostos dos quinze identificados para o fruto, séo eles: a 2-heptanona, a 3-octanona, a 2-
octanona, o hexanoato de etila, o heptanoato de metila, o 2-etil-1-hexanol, o limoneno e o (2)-
B-ocimeno, levantando a hip6tese de que estes constituintes quimicos podem ser adquiridos
por esses machos ainda nos primeiros instares larvais e que poderiam também ser
responsaveis pela atracdo das fémeas para frutos desse estagio de maturacéo.***

Em 2006, foi demonstrado que fémeas e machos de A. obliqua sdo atraidas para
extratos de frutos maduros de Spondias mombin L (Anacardiaceae) e, analises quimicas
destes extratos por CG-EAG e CG-EM, , evidenciaram nove compostos, foram eles: butirato
de etila, butirato de isopropila, hexan-1-ol, butirato de propila, butirato de isopropila, hexanoato
de etila, butirato de isopentila, benzoato de etila e etanoato de etila. A mistura sintética destes
compostos, na propor¢gdo encontrada na mistura natural, foi atrativa tanto em bioensaios
conduzidos em tunel de vento quanto para iscas em gaiolas de campo, as quais capturaram
mais insetos de A. obliqua do que a proteina hidrolizada ou a agua. A influéncia desse
hospedeiro na composicdo do ferombnio sexual da espécie ndo afeta a producdo dos
compostos volateis pelos machos, mas possivelmente interfere na sua liberacdo.**®

Um estudo comparativo entre os compostos volateis liberados por machos de A.
fraterculus, e por seu hospedeiro preferencial, os frutos de Psidium guava, realizado pelo
grupo de Ecologia Quimica, da Universidade Federal de Alagoas, demonstrou que alguns
compostos estdo presentes nas misturas liberadas por frutos e por machos desta espécie,
porém testes comportamentais com os mesmos ainda estdo sendo conduzidos (dados n&o
publicados). Recentemente, o efeito da exposicdo & polpa da goiaba, limdo e manga no
sucesso de acasalamento de machos de A. fraterculus foi avaliado. Foi constatado que o
desempenho sexual aumenta na presenca dos dois primeiros, sugerindo que o a-copaeno,
presente em maior quantidade neles, em detrimento da manga, seria 0 composto responsavel
por este efeito, apesar da possibilidade do envolvimento de outros compostos, visto que o

fruto libera uma mistura complexa de compostos volateis.™**

57



CONCLUSOES

As informac@es fornecidas nesta revisdo apontam que os tefritideos, de maneira geral,
utilizam sinais quimicos para intermediar as interacfes intra- e interespecificas. Uma diversa
gama de compostos oxigenados faz parte da mistura feromonal liberada por machos de
Anastrepha spp. e, embora existam componentes comuns a algumas espécies, a mistura
feromonal de cada uma delas é espécie-especifica, sugerindo que tais componentes podem
servir como diagnéstico de identificacdo de espécies e/ou populagdes distintas. E evidente a
semelhanca quimica existente entre os constituintes volateis liberados por machos de
Anastrepha e por seus hospedeiros, assim como o € a participagdo dos compostos volateis
dos hospedeiros na escolha e na atracdo de adultos de Anastrepha spp. No tocante as
espécies que compdem o complexo de espécies cripticas de Anastrepha, estudos quimicos e
comportamentais sdo imprescindiveis para a compreensdo do mesmo, de modo que se faz
necessario a sua continuidade. Assim poderdo ser reunidas informacdes suficientes que
permitam a elaboracdo de protocolos que auxiliem no diagndstico das espécies pertencentes
a este complexo e, consequentemente, em estratégias de manejo desta praga pelos

fruticultores.
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RESUMO

O complexo de espécies cripticas Anastrepha fraterculus (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae)
€, hoje em dia, um dos modelos de insetos-praga mais estudados no que se refere a
especiacdo e compatibilidade populacional. O aperfeicoamento das técnicas empregadas no
controle de insetos-praga € fundamentado no sucesso da introducdo de populagbes de
laboratdrio entre as populacdes selvagens. A comunicacdo mediada por feromonios
desempenha, uma importante funcdo no processo de acasalamento da mosca-das-frutas Sul
Americana. Deste modo, o principal objetivo do presente estudo foi investigar a composicéo
do feromoénio de sete populacdes diferentes de A. fraterculus, oriundas de regides brasileiras
geograficamente distintas e da Argentina. Quatorze compostos volateis, provenientes de
misturas liberadas por machos em chamamento, foram identificados por CGxCG/TOF-EM e
os dados obtidos foram subsequentemente submetidos a analises estatisticas multivariada. A
composicado do feromonio variou qualitativamente e quantitativamente entre as populagbes

estudadas. Estes resultados poderédo servir como base para futuras analises eletrofisiolégicas.
Palavras-Chave: mosca-das-frutas Sul-Americana, Cromatografia Gasosa Bidimensional

acoplada a detector Time-of-Flight e Espectrometria de Massas (CGxCG/TOF-EM), Andlises
de Componente Principal (ACP).
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ABSTRACT

The South American fruit fly Anastrepha fraterculus (Wiedemann) (Diptera: Tephritidae) cryptic
species complex is presently one of the most studied pest models in terms of speciation and
population mating compatibility. The improvement of pest-control techniques has strongly
relied on successful implementation of laboratory strains into wild populations. Pheromone
communication plays an important role in the mating process in the South American fruit fly.
Therefore, the main goal of the present study was to investigate the pheromone composition of
seven different populations, originating from geographically distant locations in Brazil and
Argentina. Fourteen volatile compounds were identified in calling male emanations by
GCxGC/TOF-MS and the data obtained were subsequently analyzed by multivariate statistics.
The pheromone composition varied both quantitatively and qualitatively among the studied

populations. These results will serve as the basis for further electrophysiological analyses.

Key-Words: South American fruit fly, two-dimensional gas chromatography with timeof-flight

mass spectrometric detection (GCxGC/TOF-MS), principal component analysis (PCA)

68



INTRODUCAO

Anastrepha Schiner (1868) € o género economicamente mais importante de Tephritidae
na América tropical e subtropical, incluindo espécies de pragas importantes tais como a
mosca-das-frutas Sul Americana, A. fraterculus (Wiedemann) (Norrbom & Korytkowski 2011).
O grupo fraterculus inclui 29 espécies (Smith-Caldas et al. 2001; Norrbom & Korytkowski
2011) e ¢é atualmente conhecido por constituir um complexo de espécies cripticas
(denominado Complexo AF) que exibe niveis consideraveis de isolamento reprodutivo pré- e
pos-zigotico (Selivon et al. 1999; Vera et al. 2006; Céaceres et al. 2009; Segura et al. 2011).
Varios estudos revelaram diferencas de morfologia (Stone 1942), cariétipos (Bush, 1962),
isoenzimatica (Morgante et al. 1980) e preferéncia de hospedeiros (Malavasi et al. 1983) entre
populacdes do complexo fraterculus. Recentemente, as diferencas entre as populagdes foram
observadas na morfologia de ovos, desenvolvimento embrionario, caracteristicas
morfométricas, DNA mitocondrial altamente repetitivo e compatibilidade de acasalamento
entre algumas populacbes da América do Sul (Selivon & Perondini 1998; Steck & Shepard
1993; Smith-Caldas et al. 2001; Rocha & Selivon 2004; Selivon et al. 1999, 2005; Hernandez-
Ortiz et al. 2004, 2012; Ludena et al. 2010; Solferini & Morgante 1987; Vera et al. 2006;
Caceres et al. 2009, Rull et al. 2012). Baseado em uma abrangente descricdo morfoldgica,
foram determinados sete morfotipos de A. fraterculus (Hernandez-Ortiz et al. 2012). No Brasil,
trés dessas entidades tém sido referidas como A. sp. 1 aff. fraterculus, A. sp. 2 aff. fraterculus
(Yamada & Selivon 2001), and A. sp. 3 aff. fraterculus (Selivon et al. 2005). Estudos de uma
populacdo do sudeste brasileiro tém mostrado compatibilidade de acasalamento entre
algumas populagdes de A. fraterculus e indicaram que outras ndo sdo compativeis (Vera et al.
2006). Recentemente, nao foi encontrada nenhuma evidéncia de isolamento reprodutivo entre
duas populacdes da regido sul do Brasil e uma populacdo da Argentina (Rull et al. 2012).
Além disso, existem variagbes no periodo da atividade sexual de algumas populacdes, o
acasalamento pode ocorrer na parte da manha, outros ao meio-dia e outros a tarde (Vera et
al. 2006; Segura et al. 2011).

Estes resultados sdo muito interessantes e encorajam o estudo de comunicacgéo
guimica no complexo AF, que desempenha um papel importante entre os estimulos auditivos
e visuais que levam ao acasalamento. Diferencas na composi¢cdo de feromdnio sexual de

dipteros, dentro de um enigmatico complexo de espécies de Dasineura oxycoccana (Johnson)
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(Diptera: Cecidomyiidae), foram recentemente encontrados em mosquitos coletados de
cranberry (Vaccinium macrocarpon Aiton; Ericaceae) e de blueberry highbush (Vaccinium
corymbosum L., Ericaceae) (Fitzpatrick et al 2013). Evidéncias de polimorfismo vém a partir de
estudos do ferombnio de machos de Drosophila (Jalom 1987; Rouault 2001, 2004; Fedina et
al. 2012; Grillet et al. 2012, Bontonou et al. 2012), e de complexos de espécies cripticas em
abelhas (Eltz et al. 2011), vespas (Niehuis et al. 2013) e mariposas (Droney et al 2012.; Groot
et al. 2013).

O ferombnio sexual dos machos de A. fraterculus, foi estudado com estirpes
laboratoriais, e recentemente, as diferencas quantitativas e qualitativas na composi¢cdo de
volateis liberados por machos sexualmente maduros a partir de popula¢gdes do sul do Brasil,
Argentina e Peru e seus hibridos (Lima et al. 2001; Caceres et al. 2009), foram encontradas,
sugerindo que variagbes de feromonio poderia ser um indicativo de especiagcdo. No entanto,
h& uma falta de estudos investigando a composi¢do do feroménio que cobriria uma amostra
mais ampla de populagcbes brasileiras. Portanto, realizou-se um estudo comparativo de
volateis produzidos por machos, com o objetivo de descrever as diferencas ou semelhancas
no feroménio de sete populacdes geograficamente distantes do complexo AF. Além disso, 0
presente trabalho foi realizado a fim de fornecer o produto quimico basico para futuras

analises comportamentais e eletroantenogréficas.

MATERIAL E METODOS

Insetos

As pupas de populacdes de laboratorio de A. fraterculus foram obtidas a partir de
diferentes localidades: San Miguel de Tucuman (Argentina) oriundas do Laboratério da
Organizacao das Nacdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura/Agéncia Internacional de
Energia Atdmica (FAO/IAEA) Seibersdorf, Austria; Bento Gongalves (sul do Brasil) sedidas
pela Embrapa Uva e Vinho (Bento Gongalves, Rio Grande do Sul, sul do Brasil); Piracicaba
(sudeste do Brasil), Sdo Joaquim, Vacaria e Pelotas (sul do brasil) fornecidas pelo
Departamento de Biologia Animal, Universidade Federal da Bahia (UFBA), Salvador, Brasil e
Alagoas (nordeste do Brasil) criacdo do Laboratério de Ecologia Quimica, Universidade
Federal de Alagoas (UFAL), Maceio, Brasil (Fig. 1). A populagéo de Seibersdorf foi mantida no
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Instituto de Quimica Organica e Bioquimica, Praga, Republica Tcheca, considerando que as
populacbes restantes foram mantidas no Departamento de Biologia Animal da UFBA e
Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL. Protocolos idénticos foram usados para
alimentar e manter essas populacées em condi¢cdes de laboratério. Ap6s a emergéncia as
moscas foram separadas de acordo com sexo. Elas foram alimentadas com uma dieta
artificial composta de uma mistura de levedura de cerveja e acucar de cana (3:1) e agua
mineral. As salas de criacdo dos insetos foram mantidas a 25 °C, 60 % RH e fotoperiodo
normal de 14:10h (C:E.). Foram usadas moscas sexualmente maduras, com 20 dias idade,

para 0s experimentos.

Coleta de Volateis

Os constituintes quimicos volateis liberadas por machos, de todas as populacdes, de A.
fraterulus foram obtidos através da técnica headspace dindmico. Especificamente, grupos de
20 machos virgens e sexualmente maduros foram colocados em camaras de vidro (500 ml).
As camaras foram aeradas por uma corrente de ar filtrado (1 mL/min). Os volateis liberados
pelos machos em chamamento foram carregados pela corrente de ar e adsorvidos sobre
filtros contendo o material adsorvente (100 mg SuperQ, Chrompack), que foram colocados na
saida da camara. Os constituintes volateis foram recolhidos por um periodo de 24h, a partir de
9:00h e terminando 09:00h do dia seguinte, o processo foi repetido cinco vezes. Os volateis
foram subseqguentemente dessorvidos a partir dos filtros por 500 pL de hexano destilado

(Sigma-Aldrich). Os extratos foram armazenados em um freezer até a analise quimica.

CGxCG/TOF-EM

A cromatografia em fase gasosa bidimensional com deteccdo Time-of flight de
Espectrometria de massa (CGxCG/TOF-EM) foi utilizada para a identificacdo dos volateis
obtidos pelo headspace dindmico . Uma aliquota de 1,0 uL de cada extrato hexanico obtido foi
injetada utilizando o equipamento HP 7683 autosample sob o modo “splitless” em um
Cromatégrafo bidimensional a Gas (Marca Shimadzu e modelo 17A) acoplado a um detector
seletivo de massas com tempo-de-voo (marca Shimadzu, modelo QP 5050A e LECO pegasus
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4D) (LECO Corp., St. Joseph, MI, USA) equipado com criomodulador quad-jet estacionario.
As colunas capilares DB-5 (30m x 250um x 0,25um) (J&W Scientific, Folsom, California) e
BPX-50 (2m x 100um x 0,1um) (SGE Inc., Austin, Texas) foram utilizados para CG na primeira
e segunda dimenséao, respectivamente. Foi utilizado o hélio como gas de arraste a um fluxo
constante de 1mL/min. As temperaturas da CGxCG/TOF-EM foram fixadas em 220°C no
injector, 260°C na linha de transferéncia e 250°C na fonte de ions. O programa de
temperatura do primeiro forno do CG foi: 40°C durante 2 min, em seguida, 40-190°C a 5°C /
min , e, finalmente 190-320°C a 20°C/min, com uma reteng¢do de 2 min a 320°C. Enquanto
gue o programa do segundo forno estava 10°C mais elevada do que no primeiro, e sendo
operada no modo de iso-rampa. O periodo de modulagéo, a duragdo de pulso quente e o
tempo de fase fria foram estabelecidas a 5, 0,8 e 1,7s, respectivamente. O espectrometro de
massas foi operado no modo de impacto de elétrons (IE, 70 eV). A taxa de aquisi¢do de dados
foi de 100 Hz para a faixa de massa de 29-400u. O detector possui voltagem de 1750 V. O
tempo de purga foi de 60s em um fluxo de 60 mL/min. Os dados foram processados e 0s
cromatogramas em 2D e 3D foram visualizados pelo emprego do software LECO ChromaTOF
™ Um padrdo de n-alcanos (C8 - C22) (Sigma - Aldrich) foi co-injectado com amostras
auténticas, para determinar os seus indices de retencdo (IR). Os compostos foram
identificados através de comparacdo dos seus padrées, fragmentacdo dos espectros de
massas, tempos de retencéo e indices de retencdo com os dados publicados anteriormente e
padroes auténticos (Sigma- Aldrich). Na auséncia de padrdes, as identificacbes foram
efetuadas por comparagcdo com a biblioteca: referéncias espectrais no NIST, no registro
Wiley/NBS de dados de espectrometria de massa (McLafferty et al. 1989 ) e nos indices de
retencdo publicados ( Adams 2007; Jang et al. 1989 , Vanickova et al. 2012a , 2012b ).

ANALISES ESTATISTICAS

Foram submetidos as analises estatisticas, os dados obtidos a partir da analise quimica
(N = 5) dos extratos contendo os voléateis liberados por machos de 20 dias de idade,
avaliando as areas de picos dos 14 compostos identificados nas misturas volateis emitidas, de
todas populagbes estudadas de A. fraterculus. Para uma analise mais aprofundada foram

utilizados os cinco compostos que tiveram atividade antenal para populagbes de Tucuman,
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Argentina (Brizova et al., 2010). Esses dados foram submetidos a andlises estatisticas
multivariadas através do software CANOCO 4,5 (Biometris, Plant Research International,
Wageningen UR, Holanda), a &rea percentual de cada composto identificado nos extratos foi
calculada, submetida a transformacao logaritimica e analisados estatisticamente pelo método
de Analise dos Componentes Principais (PCA). Nas andlises de PCA, as amostras com perfis
guimicos semelhantes se agrupam e segregam daqueles que sao diferentes. A significancia
estatistica foi avaliada através da analise de redundancia (RDA), uma variante canbnica de
PCA, e do teste de permutacdo Monte Carlo (permutacdes irrestritas, n =999). Na analise de
RDA, as identidades de cada uma das sete populagdes manteve-se como um indicador
categorico. A andlise RDA é também capaz de revelar os compostos responsaveis pela
segregacdo da amostra. Alguns dos dados das ultimas andlises podem ser encontrados no

material suplementar desse artigo.

RESULTADOS

Foram encontradas diferengas qualitativas e quantitativas significativas na composicéo
das amostras dos extratos hexanicos dos volateis emitidos pelos machos das seis populagfes
brasileiras e uma populagdo da Argentina de A. fraterculus. A quantidade total dos volateis
produzidos pelos machos variou entre as sete populagdes (Fig. 2). As areas dos picos da
producdo volatil origindria de cada uma das duas populagbes do sul do Brasil (Bento
Gongalves e Sao Joaquim) foi em média 2,4 vezes maior do que as das demais populacoes,
gue eram comparativamente parecidas entre si. A médias das areas dos picos dos compostos
volateis identificados pelo CGXCG/TOF-MS dos machos das populagfes de S&o Joaquim e
Bento Goncalves atingiu 5,41 x 10’ + 0,40 x 10’ counts e 4,34 x 10’ + 0,33 x 10" counts,
enquanto que as meédias das areas dos volateis das populacdes de Tucuman, Pelotas,
Alagoas e Piracicaba atingiu 2,98 x 10’ + 0,30 x 10’ counts, 2,23 x 10" + 0,25 x 10’ counts,
2,15 x 10" + 0,26 x 10’ counts e 1,87 x 107 + 0,19 x 10’ counts, respectivamente. A producéo
voléatil mais baixa foi observada na populacdo de Vacaria que atingiu 1,39 x 10’x+ 0,15 x 10’
counts, do total das areas dos picos.

No total, foram identificados 14 compostos volateis presentes nos extratos da mistura
volatil de machos em chamamento, consistindo de terpendides, élcoois e aldeidos (Tabela 1).
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O limoneno (3) foi um dos componentes principais (> 17%) em Vacaria, Pelotas, Sdo Joaquim

e Alagoas. No entanto, 2-etil-hexan-1-ol (2) foi o composto principal (> 16%) presente nas
populacées de Vacaria e Bento Gongalves. (E, Z) -3,6-nonadien-1-ol (7) e / ou (E, E)-a-
farneseno (12) foram os principais compostos presentes nos extratos das populacdes de

Piracicaba, Bento Gongalves, Sdo Joaquim, Tucuman e Alagoas. Em todas as populagcdes os

compostos que apareceram em menor quantidade (1-12%) foram o (Z)-3-nonen-1-ol (6),
decenal (8), (Z, E)-a-farneseno (9), germacreno D (10), suspensolideo (11), anastrefina (13) e

epianastrefina (14). Nonanol (5) foi o componente minoritdrio em 5 populac¢des, exceto em

Vacaria (24%) e Tucuman (tracos). (Z)-B-ocimeno (4%) estava ausente na mistura volatil da

populacdo de Alagoas, enquanto que nas demais populagdes ele apareceu como 0 composto

de menor concentracao (4%).
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Bl Sudeste
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AL - Latitude: 09°39'57"S
Longitude: 35°44' 07" W
Altitude: 16m

PIR - Latitude:22°43'31"S
Longitude: 47°38'57" W
Altitude: 547m

SJ - Latitude:28°17'38"S
Longitude: 49° 55'54" W
Altitude: 1353m

VAC - Latitude: 28°30'44" S
Longitude: 50° 56' 02" W
Altitude: 971m

BEN - Latitude: 29°10'17"S
Longitude: 51°31'09" W
Altitude: 691m

PEL - Latitude: 31°46'19" S
Longitude: 52°20'33" W
Altitude: 17m

TUC - Latitude:26° 49'00 “
Longitude: 65° 13'00 "W
Altitude: 450m

Fig. 1. LocalizacBes das sete populacdes do complexo de espécies cripticas Anastrepha
fraterculus. A localizagédo das populacdes é denominada de acordo com a Tabela 1.

As anadlises de PCA e RDA das é&reas de picos dos compostos feromonais mostram

agrupamentos de populagcdes especificas. Os compostos obtidos a partir da populagdo de
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Vacaria foram os que mais diferiram (Fig. 3), € 0S compostos responsaveis por esta
divergéncia sdo germacreno D (10), decenal (8) e nonanal (5) (Fig. 4).

[

6x107

5%107
4x107-
3x107-
2107
1><1074' .
0 -
PIR BEN VAC PEL SJ TuC AL

Fig. 2. Comparacéo da area total do volatil na mistura liberada por cada grupo de 20 machos

Area do pico (counts)

em chamamento de Anastrepha fraterculus das 6 populagdes brasileiras (AL-Alagoas, SJ-
Sao Joaquim, PEL-Pelotas, VAC-Vacaria, BEN-Bento Gongalves e PIR-Piracicaba) e 1
populagdo da Argentina (TUC-Tucuman).

Pode-se notar que as setas ndo representam as concentra¢cdes de um composto em
particular, mas descreve o significado de alguns compostos espécies-especificos da mistura
dos 14 compostos volateis por machos de A. fraterculus. Devido a presenga do p-cimeno (1)
(Fig. 4), a segunda maior diferenca foi observada na populacdo de Pelotas (Fig. 3) . As
populacdes de Piracicaba e S&o Joaquim aparentemente sdo semelhantes (Fig. 3), mas a
analise RDA revelou uma diferenca significativa (P < 0,01) nos dados da composicao
feromonal (Fig. 4). Os resultados mostram que as populacdes de Pelotas, Vacaria, Alagoas e
Tucumén estdo claramente separadas, enquanto existe um grau de semelhanca entre as
populacbes de Bento Gongalves, S&o Joaquim e Piracicaba. Entre todas as populagbes
comparadas, Alagoas e Pelotas foram as que mais diferiram das demais.
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TABELA 1. COMPOSTOS QUIMICOS (MEDIA DA PORCENTAGEM RELATIVA +% RSD) IDENTIFICADOS PELO CG x CG/TOF- EM NOS
EXTRATOS DE AERAGAO DOS MACHOS EM CHAMAMENTO DE ANASTREPHA FRATERCULUS A PARTIR DAS SETE POPULAGOES: PIR
(PIRACICABA), BEN (BENTO GONCALVES), VAC (VACARIA ), PEL (PELOTAS), SJ (SA0 JOAQUIM), TUC (TUCUMAN), AL (ALAGOAS).

No. Composto IR PIR BEN VAC PEL SJ TUC AL
1 p-Cimeng” 1022  2.61+0.62 1.50+1.02 6.94+1.42 35.75+8.62 3.71+1.00 3.29+1.39 12.19+4.00
2 2-Etil-hexan-1-ol° 1029 2.10+0.69 16.39+6.58 35.89+5.59 0.3440.12 0.750.23 7.184+2.74 Tr
3 Limoneno?® 1041  0.50+0.07 8.12+0.70 17.68+2.67 28.68+7.38 20.30+4.31 10.36+3.18 37.79+1.16
4 (2)-B-Ocimeno? 1050 13.18+0.63 1.18+0.81 Tr 4.71+2.06 5.16+3.67 11.07+3.82 -
5 Nonanol® 1107  2.47+0.56 9.74+1.09 24.65+6.95 1.90+0.35 4.80+2.54 Tr 1.69+0.68
6 (2)-3-Nonen-1-ol** 1159  0.1840.25 8.91+0.09 0.23+0.02 Tr 0.84+0.40 4.23+1.64 0.45+0.07
7 (E,2)-3,6-Nonadien-

1-ol**

1161  33.73%5.60 28.48+1.74 0.58+0.06 Tr 13.34+3.96 15.62+1.99 31.20+2.78

8 Decenal” 1210 1.18+0.08 2.9840.62 6.65+1.27 5.55+0.93 2.56+1.11 Tr 0.65+0.38
9 (Z,E)-a-Farneseno®* 1495  1.74+0.28 0.73+0.38 0.26+0.05 1.39+0.24 3.21+1.74 2.92+1.32 0.17+0.06
10 Germacreno D° 1498  0.4410.11 0.37+0.08 2.24+0.28 1.04+0.49 0.350.06 Tr 1.23+0.42
11 (E,E)- 1506

Suspensolideo® 8.93+3.25 9.52+4.11 0.53+0.05 5.18+1.41 6.48+0.77 6.46+1.33 7.62+1.26
12 (E,E)-o-Farneseno®* 1512  27.14+3.88 7.3940.39 0.89+0.05 9.78+2.48 23.97+6.79 37.75+1.63 2.81+0.20
13 Anastrefina® 1617  1.98+0.49 0.82+0.08 0.59+0.06 1.65+0.21 2.93+1.12 0.42+0.11 1.85+0.46
14 Epianastrefina®* 1621  3.80+0.28 3.87+1.12 2.86+0.23 4.03+0.48 11.59+4.48 0.71+0.36 2.35+0.69

2 Compostos identificados por comparac&o de padrdes sintéticos. ° Compostos identificados por comparacdo com a biblioteca NIST e registro do Wiley/NBS.

¢ indice de retencéo calculados a partir dos tempos de retencéo sobre a coluna capilar DB-5.

* Compostos antenalmente ativos identificados por CG-EAD da populacdo de Tucuman (Bfizova et al., 2010, 2011, Vani¢kova et al., 2010). Tr < 0.1 %.
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Fig. 3. Resultados da andlise multivariada dos componentes principais (PCA) do feroménio sexual
dos machos de A. fraterculus provenientes das sete diferentes populagdes (Bento Gongalves-BEN
1-5, Pelotas-PEL 1-5, Piracicaba-PIRA 1-5, S&o Joaquim-SJ 1-5, Vacaria-VAC 1-5, Alagoas-AL 1-
5 e Tucuman-TUC 1-5). As populacdes de Alagoas, Vacaria, Pelotas e Tucuman compreendem
quatro grupos, claramente separados. As populacdes de Piracicaba, S&o Joaquim e Bento
Gongalves resultaram em um grupo misto. O niumero de amostras analisadas (N) para cada
populacéo foi de 5.

Considerando-se que a andlise anterior de CG-EAG (Bfizova et al, 2011; Vanic¢kova et al
2010) dos volateis liberados por machos da populagdo de Tucuman revelou que 5 compostos
provocaram atividade antenal das fémeas, os dados das populagbes estudadas foram
analisados e verificou-se que esses compostos antenalmente ativos estavam também
presentes em todas as populacdes do estudo. Posteriormente, foi utiizada a RDA para
comparar a importancia destes cinco compostos [(Z)-3-nonen-1-ol (6), (E, Z) -3,6-nonadien-1-
ol (7), (Z, E)-a-farneseno (9), (E, E)-a-farneseno (12), e epianastrefina (14)], revelando uma
diferenca  significativa (P <0,01) entre as 7 populacbes (Supl. Fig. 1).
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Fig. 4. Resultados da andlise de redundancia (RDA) do feroménio sexual dos machos de A.
fraterculus das sete populagdes diferentes (AL-Alagoas, SJ-S&o Joaquim, PEL-Pelotas, VAC-
Vacaria, BEN-Bento Goncgalves e PIR-Piracicaba) e 1 populacdo da Argentina (TUC-Tucuman).
A linha vertical separa Bento Gongalves, Sdo Joaquim, Piracicaba e Tucuméan das populagfes
de Pelotas, Vacaria e Alagoas. A linha horizontal separa Vacaria, Alagoas, Piracicaba, Sao
Joaquim e Tucuman das populacdes de Bento Gongalves e Pelotas. As setas representam os
14 compostos que sao caracteristicos das respectivas populagbes. Os compostos sao
numerados de acordo com a Tabela 1.

DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra que existem diferengas na composi¢cdo dos volateis

liberados por machos das populacdes de moscas-das-frutas sul americana geograficamente
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distintas. As quatro populacdes estudadas de A. fraterculus do sul do Brasil (Pelotas, Bento
Gongalves, Vacaria, Sao Joaquim), uma do sudeste do Brasil (Piracicaba), uma do nordeste
do Brasil (Alagoas) e uma da Argentina (Tucuman) diferem quantitativa e qualitativamente na
mistura compostos volateis liberados por machos em chamamento e sexualmente maduros.
Diferengas na composi¢ao do feromonio sexual de machos dentro do complexo A. fraterculus
foram publicados por Lima et al. (2001) com base numa populacdo de laboratério do sul do
Brasil (Pelotas) e por Caceres et al. (2009) com as populacfes de laboratério do Peru e da
Argentina.

De acordo com a literatura, a composi¢cdo quimica das misturas feromonais de alguns
insetos pode ser afetada por, pelo menos, trés fatores, que incluem controle genético, as
condi¢cdes ambientais e dieta. O papel da variacdo genética e da composi¢cdo do feroménio
sexual foi relatado em espécies de mariposas estreitamente relacionadas (Lofstedt 1990;
Roelofs et al. 2002; Roelofs & Rooney 2003). Além disso, foi verificado o efeito do meio
ambiente sobre a composi¢cao do feromonio sexual de Drosophila melanogaster (Meigen) em
estudos de populacdes obtidas em altas e baixas latitudes (Rouault et al. 2001, 2004). Este
polimorfismo do feromdnio de machos em Drosophila é responsavel também pelo isolamento
reprodutivo entre as populacdes (Grillet et al. 2012; Bontonou et al. 2012). Foram relatadas
diferencas na composicdo quimica de hidrocarbonetos cuticulares em machos de Drosophila
serrata alimentados com 3 dietas diferentes (arroz, levedura e milho) (Rundle 2005).
Recentemente, Fedina et al. (2012) relataram mudancas na atratividade sexual e na
composicdo do feroménio influenciadas pela dieta em D. melanogaster. VaniCkova et al.
(2012a, 2012b) descreveram diferencas quantitativas e qualitativas na composicao do
ferombnio de machos de Ceratitis capitata originarios de 3 populacdes diferentes. No caso de
populag@es de A. fraterculus, os fatores que podem estar envolvidos nas diferencas quimicas
entre as misturas do ferombnio sexual, sdo desconhecidos. Talvez uma combinacdo da
genética e fatores ambientais possam ser responsaveis pelos resultados descritos neste
trabalho.

Por exemplo, apesar da existéncia de compatibilidade sexual entre os adultos de A.
fraterculus de populacdes de diferentes localidades do sul Brasil, ou seja, Bento Gongcalves,
Sao Joaquim, Pelotas e Vacaria, relatada por Dias (2012), nenhum estudo comportamental foi
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realizado para testar a atividade bioldgica dos compostos das misturas emitidas pelos machos
em chamamento destas populagbes para descobrir quais sdo atraentes ou repelentes em
fémeas coespecificas e heteroespecificas. Além disso, ndo foram conduzidos estudos
eletrofisiolégicos para determinar quais 0os componentes dentro das misturas provocam
respostas eletrofisiolégicas coespecificas e heteroespecificas de diferentes populagbes
brasileiras. No entanto, pesquisas realizadas por Bfizova et al. (2010, 2011) e Vanickova et al.
(2010) demonstraram que cinco compostos encontrados em extratos de machos de A.
fraterculus de uma populacdo de laboratdrio da Argentina (Tucuman), utilizado no presente
estudo, sdo antenalmente ativos para fémeas coespecificas. As identidades quimicas destes
compostos foram determinadas como: (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z) -3,6-nonadien-1-ol, (Z,E) -a-
farneseno, (E,E) -a-farneseno e epianastrephina. As analises multivariadas realizadas no
presente estudo provaram que 4 destes 5 compostos sdo especificos para a populagdo de

Tucuman.

Vera et al. (2006) relataram o acasalamento parcial e a incompatibilidade entre as
populagcbes de A. fraterculus de Tucumén (Argentina) e Piracicaba (sul do Brasil).
Recentemente, Dias (2012) relatou a incompatibilidade parcial entre as populacdes das
regides do sudeste (Piracicaba) e do sul (Pelotas, Vacaria, Bento Gongalves e Sdo Joaquim)
do Brasil, ao passo que as populacdes brasileiras do sul eram compativeis umas com as
outras. Rull et al. (2012) confirmaram a compatibilidade entre as popula¢gdes do sul do Brasil
de Vacaria e Pelotas. A partir destes resultados, é possivel especular que a incompatibilidade
parcial pode ser, entre outros fatores, causada por diferenca quantitativa de 5 compostos
antenalmente ativos, como aqui relatado. Além disso, € possivel admitir a hipétese de que
também podem ser outros compostos do ferombnio masculino, que sdo responsaveis pela
atracao e/ou repulsédo de fémeas coespecificas e/ou heteroespecificas. As diferencas entre as
misturas feromonais liberadas pelos machos de diferentes populacdes brasileiras e argentinas
de A. fraterculus encontradas aqui também podem ser reguladas por varios genes que podem
influenciar as respostas das fémeas destas populacdes e alterar a forma em que elas
respondem as misturas feromonais liberadas por machos coespecificos e heteroespecificos.
No entanto, precisam ser realizados estudos comportamentais eletrofisiolégicos e genéticos

para confirmar ou rejeitar esta hipotese.
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Resumo- A mosca-das-frutas sul americana Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830)
(Diptera:Tephritidae) € uma das mais destrutivas pragas polifagas da América do Sul. Nesta
espécie, a agregacdo de machos € conhecida por emitir volateis que atraem fémeas,
entretanto, a composicdo exata envolvida ainda permanece desconhecida. No presente
estudo, foi investigada a composi¢do quimica da mistura de volateis emitida por machos com
0 objetivo de identificar os compostos especificos, dentro desta mistura, os quais mediam a
resposta comportamental em fémeas coespecificas. Para tanto, conduziram-se analises
guimicas e eletrofisiolégicas, bem como bioensaios. As analises por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CGxCG-TOF/EM) revelaram a presenca de 29
compostos nas amostras de aeracdo de machos de A. fratercullus. Apesar disso, as analises
por Cromatografia Gasosa acoplada a detector eletroantenografico (CG-EAG) demonstraram
gue somente seis compostos, a saber:. a-pineno, limoneno, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol, (E,E)-a-farneseno and (S,S)-(-)-epianastrefina, eliciaram despolarizacao
antenal em fémeas de A. fraterculus. Uma mistura sintética obtida a partir dos compostos
eletrofisiologicamente ativos eliciaram resposta comportamental em fémeas de maneira
similar aquela para extratos de aeracdo de machos coespecificos, enquanto estes dois
tratamentos eliciaram resposta maior do que para o controle hexano. Isto indica que estes
seis compostos atuam como feromonio sexual de fémeas de A. fratercullus. O presente

estudo é a primeira etapa para o desenvolvimento de um método de controle efetivo de

fémeas ativas em pomares infestados.

Palavras-chave: Anastrepha fraterculus, feromonio sexual, atraente para fémeas, CG-EAD,

atividade comportamental.
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Abstract- The South American fruit fly Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830)
(Diptera:Tephritidae) is one of the most destructive polyphagous pests in South America. In
this species, male aggregations are known to emit volatiles that attract females; however, the
exact compounds involved in this task remain unknown. In the present study, we investigated
the chemical composition of the volatile blend emitted by males with the aim of identifying the
specific compounds within this blend that mediate behavioral responses in conspecific
females. For this purpose, we performed chemical and electrophysiological analyses, as well
as bioassays. The analyses using two-dimensional gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC x GC-TOFMS) revealed the presence of 29 compounds in the headspace
samples of A. fraterculus males. However, the analyses of gas chromatography coupled to
electroantenographic detection (GC-EAD) showed that only six compounds, i.e. a-pinene,
limonene, (Z)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, (E,E)-a-farnesene and (S,S)-(-)-
epianastrephin trigger antennal depolarization in females of A. fraterculus. A synthetic mixture
composed of EAD-active compounds elicited behavioral response in females similarly to
headspace samples of conspecific males, whereas these two treatments elicited higher
responses than a hexane control. This indicates that these six compounds act as sex
pheromone for A. fraterculus females. The present study is the first step for developing an
effective control of female activity in infested orchards.

Key Words - Anastrepha fraterculus, sexual pheromone, female attractants, GC-EAD,

behavioral activity.
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INTRODUCAO

Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (Diptera:Tephritidae) € economicamente
uma das mais problematicas espécies-praga da familia Tephritidae na América do Sul. Esta
espécie polifaga tem um impacto direto na producdo de frutos, causando restricbes
quarentenarias na exportagcdo para muitos paises (Aluja & Norrbom 2001; Norrbom &
Korytkowski 2011). De acordo com a FAO (Organizacao para a Alimentacao e Agricultura das
NacbOes Unidas), a perda econdmica causada pelas atividades de tefritideos em frutos é
estimada em cerca de 1,7 bilhdo de dolares por ano (FAOSTAT 2010). Os danos diretos
causados por esta mosca-das-frutas estao relacionados a punctura infligida pelas fémeas
durante a oviposi¢cédo e a alimentacdo e desenvolvimento das larvas no interior do fruto. A
punctura realizada durante a oviposicdo pode servir como porta de entrada para micro-
organismos e geralmente resultam em aborto prematuro do fruto (Nascimento & Carvalho
2000).

O sistema de acasalamento de A. fraterculus € muito complexo e inclui o uso de sinais
auditivos, visuais e quimicos (Aluja 1994). No comportamento sexual desta espécie, 0s
machos liberam compostos volateis para atrair a um local de acasalamento, em primeiro
lugar, os machos (formando leks) e, em seguida, as fémeas conspecificas. Uma vez que
esses compostos quimicos estdo envolvidos na atracdo de machos e fémeas para o mesmo
local, eles podem ser classificados como feromdnios de agregacao, no entanto, uma vez que
eles atuam como atraentes para as fémeas, eles também podem ser considerados como um
elemento do feroménio sexual do macho. Machos em chamamento inflam suas bolsas
pleurais e agitam suas asas para produzir sons e disseminar compostos volateis para atrair
machos e fémeas (Nation 1989; Heath et al. 2000). Os machos atraidos chegam ao local do
lek, exibindo o comportamento de chamamento. As fémeas atraidas para leks geralmente
apresentam dois tipos de comportamento: limpeza de suas partes do corpo e voo para o local

do lek (Takata, 2010).

7

A mistura volatil liberada por machos de A. fraterculus € muito complexa e inclui
compostos que pertencem a diferentes classes, tais como terpenos, &lcoois, aldeidos
insaturados, lactonas, e pirazinas (Bfizova et al. 2013; Céceres et al. 2009; Lima et al. 2001) .
Em um trabalho anterior, extratos de aeracdo de machos de A. fraterculus (Lima et al. 2001)
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mostraram-se atraentes para as fémeas coespecificas . No entanto, a identidade dos
compostos envolvidos na atracdo de fémeas permanece ainda desconhecida. Elucidar a
identidade dos constituintes do feroménio sexual de A. fraterculus é crucial para o
desenvolvimento de um controle eficaz contra estas moscas em pomares infestados. No
presente estudo, buscou-se identificar compostos em extratos de aeracdo de machos de A.
fraterculus envolvidos na atracdo de fémeas coespecificas. Para tanto, foi utilizada a técnica
de cromatografia em fase gasosa acoplada a detecgcdo electroantenogréafica (CG-EAG) e
cromatografia gasosa bidimensional acoplada a espectrometria de massa (CGxCG-TOF/EM )
para detectar e identificar compostos presentes nas amostras de aeracdo de machos A.
fraterculus que provocam despolarizacdo da antena nas fémeas coespecificas. Além disso, foi
realizada uma série de bioensaios em laboratorio para testar se uma mistura sintética

composta de compostos eletrofisiologicamente atrai fémeas de A. fraterculus.

MATERIAL E METODOS

Coleta de insetos Larvas de uma populacdo selvagem de A. fraterculus foram coletadas
diretamente de goiabas infestadas que haviam sido colhidas a partir de um pomar localizado
na cidade de Coruripe (10°8'1" S, 36°10'34" W ), no Estado de Alagoas, Brasil. As larvas
foram colocadas para empupacgdo em caixas separadas (44cm x 35cm x 25cm), feitos de
isopor, contendo uma mistura de areia lavada e vermiculita. Apés 13-15 dias, as moscas
adultas (fémeas e machos) emergiram e foram separadas em gaiolas de vidro (30 cm x 20 cm
x 15 cm), mantidas no laboratério de Ecologia Quimica da Universidade Federal de Alagoas
(Maceio, Alagoas, Brasil) sob um fotoperiodo de 14:10 h de luz:escuro & uma temperatura de
25 = 1°C e umidade relativa de 60 + 10%. As moscas foram alimentadas com uma dieta
constituida por uma mistura de aglcar mascavo e levedura de cerveja (3:1), juntamente com a
agua, em um recipiente separado. A identificacdo das espécies foi baseada nas
caracteristicas morfoldgicas do ovipositor da fémea (Zucchi 2000).

Coleta de compostos volateis de machos Grupos de 20 machos virgens sexualmente maduros
(15-20 dias de idade), de A. fraterculus, foram colocados em um dessecador de vidro (180
mm de altura; 200 mm de diametro) e, os volateis emitidos foram coletados por meio da
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técnica de headspace dinamico (Aeracdo). A entrada de um dessecador foi modificado pela
adicdo de um tubo de entrada contendo carvao ativo (100 mg). O ar no interior do dessecador,
enriquecido com os volateis dos machos, foi sugado através de uma bomba de ar (Resun ®
AC 2600, 6L/min), acoplado a um medidor de fluxo (Supelco ®) que libera um fluxo constante
de 500 mil/min, por 24 horas (das 09h00 as 09h00), o qual é adsorvido no filtro de Tenax
®(100mg). Os voléteis retidos no filtro foram entdo dessolvidos com 500 pL de hexano grau
HPLC redestilado (Sigma-Aldrich). A coleta de volateis foi conduzida com dez repeti¢des (n =
10). As amostras foram armazenadas em frascos de 2 mL, os quais foram colocadas em

freezer para posterior analises quimicas e ensaios comportamentais.

Eletrofisiologia Para detectar os compostos a partir das amostras de aeragdao de machos de A.
fraterculus que séo potencialmente envolvidos na atracdo de fémeas coespecificas, analises
eletrofisiolégicas foram realizadas em um cromatdgrafo gasoso (GC Thermo Ultra, Thermo
Scientific, Mildo, Itdlia), equipado com um detector de ionizagdo de chama (DIC) e uma coluna
VB-5 (30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro , 0,25 mm de espessura de pelicula,
ValcoBond) e acoplada a uma instalagdo de EAG (linha de transferéncia aquecida, o
controlador universal de dois canais de aquisicdo serial bus) fornecida por Synthech
(Kirchzarten, Alemanha). O Controle do fluxo eletrdnico foi usado para manter um fluxo de gas
transportador hélio constante de 1 mL/min. Uma aliquota da amostra de solvente utilizado nas
aeracgOes (2 pl) foi injetado no modo de splitless com uma temperatura do forno de 40°C e
uma temperatura do injetor de 150°C, seguido por abertura de separacdo da valvula depois de
1 minuto e aumentando a temperatura do forno a uma taxa de 6°C/min até 200°C. A
temperatura final foi mantida durante 5 minutos. A coluna foi dividida no final por um
separador em dois pedacos de capilares (comprimento 40 cm, e 0,25 milimetros de diametro
interno). Gas nitrogénio foi adicionado antes da divisdo. Um capilar foi levado para a DIC e 0
outro lado de fora do forno GC, em um tubo de vidro, em que o efluente foi misturado com um
fluxo de ar limpo e umidificado e dirigido ao longo da preparagcédo da cabeca. FEmeas de A.
fraterculus (10-20 dias de idade, n = 6) foram usadas para as analises. A cabeca de um
individuo foi retirada do térax usando micro-tesoura. A base da cabeca e a ponta de uma
antena foram montadas entre dois elétrodos de capilares de vidro, as quais foram preenchidas
com solugéo de Ringer (8,0 g/L de NaCl, 0,4 g/L de KCl, 0,4 g/L de CaCl,) e ligados a fios de
prata, fechando um circuito elétrico . O sinal de antena amplificado foi levado para a interface
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EAG. Um composto foi considerado como eletrofisiologicamente ativo quando induziu uma
resposta de despolarizacdo em, pelo menos, trés dos seis réplicas.

Andlises por Cromatografia Gasosa-Espectrometria de massas Os extratos de aeracdo de
machos de A. fraterculus foram analisados em um instrumento LECO Pegasus 4D GC x GC-
TOFMS (LECO Corporation, St. Joseph, MI, EUA), equipado com um modulador criogénico. A
coluna cromatografica de primeira dimensédo (coluna 1) foi de 250 um x 30 x 0.25um ZB -
5MS ( Phenomenex , CA , EUA ). A coluna cromatogréafica de segunda dimenséao (coluna 2)
foi de 2m x 100 fim x 0.20pum RTX -50 (RESTEC, Bellefonte, PA, EUA). O hélio (1ml/min ) foi
usado como o gas de arraste num modo de fluxo constante . O injetor automatico Agilent 7683
(Agilent, Palo, Alto, CA, EUA) injetou 1 uL da amostra no modo de splitless numa entrada de
220°C na coluna 1. A coluna 1 foi mantida a 40°C durante 2 min., em seguida, em rampa , a 5
°C/ min. até 270 °C , em seguida a 20 °C/min até 320°C e mantida durante 2 minutos. A
temperatura do forno da coluna 2 foi constantemente elevada 10 ° C a mais do que a do forno
da coluna 1. A linha de transferéncia foi de 260°C e o ponto de ajuste de ion - fonte foi de
220°C. A tenséo do detector foi 1750 V e a primeira polarizagdo de filamento foi - 70 V. Os
espectros de massa foram obtidos a partir de m/ z 10 a 600 a 100 espectros/s. Os dados
foram processados e visualizados consecutivamente em 2D e 3D utilizando o software de
cromatogramas LECO ChromaTOF. Uma série de n-alcanos (C8 - C22; Sigma - Aldrich)
foram co-injectados com amostras auténticas, para determinar os seus indices de retencdo
(RI). Os compostos foram identificados por comparagéo de seus padrdoes de massa espectros
de fragmentacdo, tempos de retencdo e indices de retencdo com os dados publicados
anteriormente (Adams 2007; Vanickova et al 2012; Vani€kova 2012; . Bfizova et al 2013) e os
padrdes sintéticos.

Compostos Exceto para os (S, S)-(-)-epianastrefina, que foi fornecida pelo Prof Jim Nation
(Universidade da Florida, Gainesville, EUA), todos os compostos sintéticos foram adquiridos
da Sigma- Aldrich. As purezas foram > 95 % com base na capilaridade por cromatografia

gasosa

Ensaios comportamentais Para testar a capacidade de atracdo de extratos de aeragédo de
machos para as fémeas virgens de A. fraterculus (15-30 dias de idade), bem como de uma

mistura sintética de compostos eletrofisiologicamente ativos, os testes comportamentais foram
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realizados numa caixa de vidro (28 cm x 10 cm x 15 cm), utilizado como uma arena de
bioensaio. Para cada repeticao, trés fémeas virgens foram colocadas na arena de bioensaio.
Um tubo tipo eppendorf contendo uma microesfera de quitosana, 100 pl de extrato de aeracéo
macho, a mistura sintética ou apenas hexano (como um controle), foi colocado na posi¢édo
central da arena de bioensaio. A mistura sintética foi preparada de acordo com as propor¢des
relativas de cada composto em extratos de aeracdo de machos. O comportamento exibido
pelas fémeas que se aproximam da eppendorf foi registrado e caracterizado através da
observacédo direta, realizada por dois observadores, como: (1) TOS (touching the odor
source), ou seja, fémeas que tocaram a fonte de odor e (2) UWM (upwind movement), ou
seja, fémeas que se moviam ou voaram ao redor da fonte odor demonstrando agitacéo de
asas. Todos os ensaios comportamentais foram realizadas entre 8:00-12:00 com um
delineamento experimental inteiramente casualizado, com trés tratamentos (1 - extrato de
aeracao de machos , 2 - a mistura sintética, 3 - hexano) e duas variaveis (TOS e UWM ). No
total, foram realizadas 10 repeticdes por tratamento, o tempo de observagdo para cada
repeticao foi de 20 min.

Andlises Estatisticas. A normalidade dos dados e a homogeneidade das varidncias nas
respostas de A. fraterculus foram verificadas usando os testes de Liliefors e Levene,
respectivamente. Os dados foram transformados para log (x) para atingir a normalidade. A
analise de variancia (ANOVA, p < 0.05) foi utilizada para procurar as diferengas nas respostas
meédias de fémeas em relagcdo a duas variaveis observadas (TOS e UWM) entre os
tratamentos. O teste de Tukey-HSD (p < 0.05) foi utilizado para comparagdes a posteriori. O
software utilizado para as analises estatisticas foi o Bioestat 5.0®.

RESULTADOS

As andlises por CGXCG-TOF/EM revelaram a presenca de 29 compostos nos extratos
de aeracdo de machos de A. fraterculus . Os compostos representam uma mistura complexa
de diferentes estruturas quimicas, incluindo terpenos, alcoois, aldeidos, cetonas e ésteres Os
componentes principais (> 19 %) foram identificados como o limoneno e (E,E)-a-farneseno
(Tabela 1). Componentes minoritarios (1-7%) incluiram 2-hexanona, a-pineno, 2-etil-hexan-1-
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ol, p-cimeno, indano, (E)-B-ocimeno, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, (Z,E)-a-farneseno,
suspensolideo, anastrefina e epianastrefina. Os compostos volateis restantes apareceram em
quantidades traco (<0,1 %), incluindo o (Z)-3-nonen-1- ol. A analise de CG-EAG, com as
amostras de aeracdo de machos de A. fraterculus, revelou apenas seis compostos nesta
mistura complexa provocando despolarizagdo consistente nas antenas de fémeas
coespecificas (Tabela 2, Figs. 1 e 2). Os compostos responsaveis pela despolarizagdo das
antenas foram dois monoterpenos (isto é, a - pineno e limoneno), dois alcoois [(Z)-3- nonel-1-
ol e (E,Z2)-3,6-nonadien-1-ol], um sesquiterpeno [(E,E)-a-farneseno] e uma lactona [(S,S)-(-)-
epianastrefina]. O dltimo composto provocou a resposta da antena mais forte em fémeas de
A. fraterculus.

Os bioensaios mostraram que o extrato de aeracdo de machos de A. fraterculus, bem
como a mistura de compostos indutores de despolarizacdo da antena, mediaram respostas
comportamentais nas fémeas coespecificas. Os extratos de aeragcdo e a mistura de
compostos eletrofisiologicamente eliciaram respostas de TOS e UWM em fémeas de modo
semelhante um a outro. No entanto, estes dois tratamentos induziram respostas mais
significativamente em fémeas do que o controle hexano em ambas as modalidades de

comportamento medido (Fig. 3).

Figura 1 Cromatograma representando a separacdo de compostos presentes nos extratos de

aeracao de A. fraterculus.

a-pmene limonene

(S,5)-(-)-ep1anastrephin
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Tabela 1. Compostos quimicos (média percentual relativa % = desvio padrdo relativo)

identificados por CGxCG-TOFEM em extratos de aeracdo (N=10) de machos em

chamamento de Anastrepha fraterculus.

No. Composto IR? IR® o Média + DP
1 3-Hexanona 791 795 tr

2 2-Hexanona 796 788 2.97+0.08
3 Hexanal 801 800 0.60+0.02
4 a-Pineno 938 939 2.13+0.06
5 Campheno 956 953 tr

6 B-Pineno 985 980 0.79+0.33
7 Myrceno 991 991 0.43+0.04
8 Hexanoato de etila 996 996 0.62+0.08
9 para-Cymeno 1030 1033 4.09+1.36
10 2-etil-hexan-1-ol 1030 1029 2.10+0.31
11 Limoneno 1035 1036 44.0+2.84
12 (2)-B-Ocimeno 1035 1034 0.81+0.09
13 5-Etenilldiidro-5-meil-2(3H)-furanona 1044 - 0.13+0.02
14 Indano 1046 1048 1.49+0.53
15 (E)-B-Ocimeno 1049 1060 6.34+1.15
16 Linalol 1101 1100 tr

17 Céamfora 1141 1143 tr

18 (2)-3-Nonen-1-ol° 1158 1159 tr

19 (E,Z)-3,6-Nonadien-1-ol° 1160 1161 1.21+0.39
20 Acetato de bornila 1299 1291 0.30+0.06
21 (E)-a-Bergamoteno 1445 1436 0.18+0.01
22 (2)-B-Farneseno 1458 1443 0.22+0.04

96



23 (Z,E)-a-Farneseno

24 Germacreno D

25 Suspensolideo

26 (E,E)-a-Farneseno®

27 oxido de Caryofileno
28 Anastrefina

29 (S,S)-(-)-Epianastrefina

1492
1502
1509
1512
1606
1610
1625

1495
1499
1506
1508
1606
1617
1621

2.73+0.70
tr
1.03+0.17
19.47+1.32
tr
1.59+0.04
6.33+1.20

¥R — Indice de retencéo

IR, - Indice de Retencao referencial a partir da literatura (Adams, 2007; Vanickova et al. 2012;

Vanickova 2012; Bfizova et al. 2013)

‘Compostos que eliciaram resposta antenal em fémeas de A. fraterculus coespecificas

tr — quantidades traco (< 0.1%)

Tabela 2. Compostos EAD-ativos (Média relative percentual £+ Erro padrdo) identificado em
extratos de aeracédo (N=10) de machos em chamamento de Anastrepha fraterculus.

No Compostos® IR® TRC[1%'dim, 2" dim][s] Média + EP
1 a-Pineno 938 915, 2.16 2.13+0.06

2 Limoneno 1035 1105, 2.34 44.0+2.84

3 (2)-3-Nonen-1-ol 1158 1330, 2.13 tr

4 (E,Z2)-3,6-Nonadien-1-ol 1160 1340, 2.87 1.21+0.39

5 (E,E)-a-Farneseno 1512 1890, 2.52 19.47+1.32
6 (S,S)-(-)-Epianastrefina 1625 2045, 3.65 6.33+£1.20

A identificagdo é baseada na comparacéo do espectro de massas e tempo de retencdo de materiais naturais

com aqueles de padrfes auténticos sintéticos.

’RI — indice de retencdo de compostos identificados por CGxCG-TOFEM na coluna DB-5

°RT — Tempo de retengéo na 1° e 22 dimens&o

tr — quantidade traco (< 0.1%)
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Figura 2 Cromatograma bidimensional obtido de extratos de aeracdo de machos de A.
fraterculus onde: a-Pinene (1), limoneno (2), (Z)-3-nonen-1-ol (3), (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol (4),
(E,E)-a-farneseno (5), e (S,S)-(-)-epianastrefina (6).

tempo do retengao na coluna BPX-50 [s]

tempo do retencao na coluna ZB-5MS [s]

Figura 3 Resposta comportamental de fémeas de A. fraterculus para extratos de aeragcao de
machos coespecificos (cor preta), a mistura de seis compostos sintéticos: a-pineno, limoneno,
(2)-3-nonen-1-ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, (E,E)-a-farneseno e (S,S)-(-)-epianastrefina (cor
cinza) e hexano (controle, cor branca).

mFerombnio ™ Mistura 0O Controle

10.0 -
9.0
8.0 -
7.0 -
6.0 -
5.0 -
4.0 +
3.0
2.0 -
1.0 -
0.0 -

Namero de respostas (media + EP)

TOS UwM

Barras com letras diferentes s&o significativamente diferentes (teste de Tukey Post Hoc HSD, a< 0,05).
A abreviacdo da resposta comportamental de fémeas é demonstrada como TOS: touching the odor
source (toque na fonte de odor) e UWM: upwind movement around the odor source (v6o em torno da
fonte).
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DISCUSSAO

Varios compostos identificados nos extratos de aeracdo de machos sexualmente
maduros de A. fraterculus foram previamente relatados como parte da mistura de volateis de
machos de diferentes populacdes do complexo fraterculus (Bfizova et al. 2013; Céceres et al.
2009; Lima et al. 2001) . No entanto, o uso da técnica de CGxCG-TOF/EM, com a sua
sensibilidade significativamente maior e uma melhor separacdo de compostos em co- eluicéo,
permitiu identificar outros componentes em quantidades trago (Zrostlikova et al. 2003 ), os
guais nédo tinham sido previamente relatados para Anastrepha spp (Lima- Mendoncga et al.
2013). De fato, dos 29 compostos aqui identificados, 11 sao relatados pela primeira vez como
constituintes da mistura volatil emitido por machos de A. fraterculus como parte do feroménio
sexual de machos desta espécie, sao eles: a-pineno, canfeno, (B-pineno, mirceno, canfora,
acetato de bornila, 6xido de cariofileno, 5-etenil-dihydro-5- metil-2(3H)-furanona, 3-hexanona,
hexanal, e indano. A maioria destes compostos sdo também registrados como volateis de
plantas e podem derivar a partir de residuos da dieta de larvas , como relatado por outras
espécies de Tephritidae tais como Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Vanickova 2012; .
Vanickova et al. 2012)

Os bioensaios mostraram que as amostras da aeracdo de machos de A. fraterculus
eliciaram respostas comportamentais maiores em fémeas do que para o controle hexano,
proporcionando uma forte evidéncia de que a mistura volatil liberada pelos machos, pode
incluir componentes que atuam como feromdénios sexuais. Com a ajuda da técnica de CG-
EAG, foram selecionados o0s compostos dentro desta complexa mistura que seriam
potencialmente envolvidos na atracdo de fémeas. Nos bioensaios, a mistura de compostos
eletrofisiologicamente ativos mostrou ser tdo eficaz quanto os extratos de aeracdo de machos
de A. fraterculus e mais eficaz do que o controle hexano em mediar as respostas
comportamentais das fémeas coespecificas. Isto indica claramente que os compostos dentro
desta mistura, ou seja, a-pineno, limoneno, (Z)-3-nonel-1- ol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, (E,E)-a-
farneseno, e (S,S)-(-)-epianastrefina, sdo os principais componentes da mistura do feroménio
sexual de A. fraterculus .

A atratividade de extratos de aeracdo de machos para fémeas coespecificas de
espécies de Anastrepha ja foi demonstrado para outras espécies, como Anastrepha obliqua
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(Marquart), Anastrepha suspensa (Loew, 1862), Anastrepha ludens (Loew) e Anastrepha
serpentina (Wiedemann) (Webb et al. 1983; Robacker e Garcia 1990; Robacker et al. 2009;
Lépez- Guillén et al. 2011). Isso indica que a liberacdo de ferombnios sexuais por machos é
uma etapa chave para a corte deste género como um todo. Curiosamente, com excecéo de a
-pineno, todos os compostos eletrofisiologicos ativos encontrados em A. fraterculus foram
previamente identificados na mistura de compostos volateis liberados por machos de outras
trés espécies-irmas, ou seja, A. suspensa, A. ludens e A. obliqua, que foram coletados por
meio da técnica de aeragdo (Robacker e Hart 1985; Robacker e Garcia 1990; Rocca et al.
1992; Lépez-Guillén et al. 2011). Entre os compostos eletrofisiologicamente ativos, (S,S)-(-)-
epianastrefina foi responsavel pela forte despolarizacdo da antena em fémeas de A.
fraterculus. Este lactona ja foi identificada em outras espécies de Anastrepha, como A. ludens
(Robacker e Hart 1985) e A. suspensa (Rocca et al. 1992), e parece ser um elemento chave
no feromdnio sexual de algumas espécies deste género. Além disso, em fémeas de A. ludens,
(S,S)-(-)-epianastrefina também provocou mais forte despolarizacdo da antena entre o0s
compostos testados (Robacker et al 1986). No entanto, ela somente desencadeia respostas
comportamentais em fémeas quando oferecida em combinac¢des binarias com (Z,2)-3,6-
nonadien-1-ol ou (Z)-3-nonen-1-ol (Robacker 1988). Esta atividade sinérgica de compostos
podem desempenhar um papel crucial como barreira reprodutiva entre as espécies de
Anastrepha, uma vez que volateis liberados por machos de espécies filogeneticamente
relacionadas sédo bastante semelhantes (Lopez- Guillén et al. 2011). Assim, uma combinacgéo
de compostos, em vez de compostos individuais, pode proporcionar uma mistura padréo
espécie-especifica, permitindo que as fémeas reconhecam machos coespecificos
inequivocadamente. Em nosso estudo, testamos todos os compostos eletrofisiologicamente
ativos como uma mistura e, por conseguinte, ainda € necessario testar o papel exato de cada
composto eletrofisiologicamente ativo como um feromonio sexual, ou seja, se eles também
mediam respostas comportamentais nas fémeas quando oferecidos individualmente ou
apenas como uma mistura. Estudos experimentais futuros integrando analises
eletrofisiolégicas e ensaios comportamentais e testes de atratividade de fémeas para 0s
volateis liberados por machos de diferentes espécies pode ajudar a entender o significado de
volateis na evolugcédo do género Anastrepha.
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No presente estudo, foram identificados pela primeira vez os compostos volateis que
podem atuar como feromonios sexuais em A. fraterculus. A elucidagdo dos componentes do
ferombdnio sexual desta espécie representa 0 primeiro passo para o desenvolvimento de
alternativas para um controle de pragas nos pomares infestados. No entanto, nosso estudo foi
realizado em condi¢cdes de laboratério e, consequentemente, investigacbes experimentais
futuras testando a atividade dos compostos comportalmente ativos, em condi¢bes de campo,
ainda sdo necessarias para estabelecer em que medida estes componentes do feroménio

sexual ajudaria a melhorar o controle de A. fraterculus em pomares.
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CONSIDERACOES FINAIS

Esta tese buscou fornecer informacdes referentes aos compostos volateis produzidos
por machos de espécies do género Anatrepha, identificar misturas feromonais produzidas por
machos de populagbes geograficamente distintas da moscas-das-frutas sul americana (A.
fraterculus), como também, verificar a resposta eletrofisiolégica provocada por extratos de
machos em fémeas desta espécie. Dessa forma, pode-se dizer que as interagfes
intrarespecificas evidenciadas nas espécies de Anastrepha estudadas sao intermediadas por
semioquimicos e que as misturas dos seus compostos volateis é espécie-especifica. Por sua
vez, as misturas feromonais liberadas pelos machos das populagcées pertencentes ao
complexo AF, investigadas no presente estudo, diferiram qualitativamente e
guantitativamente, demonstrando que algumas populacdes formam grupos distintos e dentre
0s volateis emitidos por machos de uma populacdo de A. fraterculus, seis compostos
eliciaram resposta antenal em fémeas coespecificas e mediante bioensaios conduzidos em
laboratdrio foi demonstrado que a mistura destas substancias eliciam atracdo em fémeas de
maneira analoga ao extrato de machos coespecificos, caracterizando a mistura como atraente
sexual desta espécie. Entretanto, testes de campo deverdo ser conduzidos para demonstrar a
atividade da mistura feromonal em condi¢bes naturais. Dessa forma, Pode-se dizer que
estudos feromonais e comportamentais sédo imprescindiveis para a compreensdo deste
complexo fraterculus, de modo que se faz necessario a continuidade dos mesmos, para que
possamos reunir informacgdes suficientes que permitam a elaboragcdo de protocolos que

auxiliem no diagndstico das espécies deste complexo.
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