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RESUMO

Estudos comportamentais e quimicos foram conduzidos com Ceratitis capitata Wied. e
Anastrepha obliqgua Macqg. e seu fruto hospedeiro, Averrhoa carambola L. (carambola). Os
bioensaios visaram avaliar a idade e os horarios de pico dos comportamentos reprodutivos
(chamamento, cépula e oviposicado) e os estagios de maturacdo da carambola selecionados pelas
fémeas de cada espécie para oviposicdo. Os resultados demonstraram que a idade de maior
ocorréncia das atividades reprodutivas foi aos 11 dias de vida adulta para C. capitata e aos 15
dias para A. obliqua, exceto para a oviposi¢ao cuja idade de maior ocorréncia foi aos 17 dias para
esta Ultima espécie. Para C. capitata os horarios de pico para as atividades de chamamento,
copula e oviposicao foram 6:00 — 9:00, 10:00 — 12:00 e 14:00 — 16:00 h, respectivamente. Para A.
obliqua esses horéarios foram: 6:00 — 9:00, 7:00 — 10:00 e 9:00 — 11:00 h. Os estagios de
maturacéo da carambola preferidos por fémeas de C. capitata e A. obliqua para oviposicao foram,
na mesma seqiéncia, maduro e verde. As analises quimicas dos extratos (secre¢cbes de
glandulas salivares e aeragdo) de machos em chamamento de ambas as espécies por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) permitiram a identificacao
de alcoois, ésteres, cetonas, compostos nitrogenados e terpendides. Andlises comparativas entre
0s volateis presentes nos extratos de secrec¢des de glandulas salivares de machos de C. capitata
e A. obliqua e aqueles presentes nos extratos de aeracdo de machos em chamamento das
mesmas espécies, demonstraram que 50% dos compostos liberados pelos machos em
chamamento estdo presentes nas secrecfes de glandulas salivares, sugerindo que estas
glandulas poderiam ser o sitio de estocagem desses compostos. Entre esses compostos similares
provavelmente sdo encontrados componentes do feromdnio sexual dessas espécie, uma vez que,
os extratos de glandulas salivares de machos de A. obliqua foram atrativos a fémeas co-
especificas. Os resultados também demonstraram que nos extratos de aeracdo de frutos de
carambolas maduras predominaram ésteres saturados e insaturados, enquanto nos extratos de
carambolas verdes 0s mono- e sesquiterpenos caracterizaram a mistura. Foram também
observadas similaridades entre a composi¢cado quimica de extratos de glandulas salivares de C.
capitata e A. obliqua e os volateis liberados por carambolas maduras e verdes. Dois compostos
foram comuns entre as secrecdes de glandulas salivares de machos de C. capitata e os extratos
de carambolas maduras, enquanto oito compostos foram comuns entre as secregdes de glandulas

salivares de machos de A. obliqua e os extratos de carambolas verdes. Esses resultados sugerem



vii
que esses compostos coincidentes poderiam atuar como pistas que auxiliariam as fémeas de

ambas as espécies a encontrar carambolas no estagio de maturacdo adequado para oviposicao.
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ABSTRACT

Behavioural and chemical studies were conducted with Ceratitis capitata Wied. and
Anastrepha obligua Macqg. and their host fruit, Averrhoa carambola L. (starfruit). The bioassays
were performed to find out the age and time of day when the reproductive behaviour (calling,
mating and oviposition) were more frequent as well as which maturation stage of the starfruit,
females of A. obliqua and C. capitata would choose for oviposition. The results demonstrated that
reproductive behaviour were more frequent among individuals which were eleven day-old for C.
capitata and fifteen day-old for A. obliqua, except for oviposition that were more frequent among
individuals which were seventeen day-old in this ultimate specie. For C. capitata, the onset of
calling, courtship and oviposition were 6:00-9:00, 7:00-12:00 and 14:00-16:00 h, respectively,
whereas for A. obliqua, these activities were highest at 5:00-9:00, 7:00-10:00 and 9:00-11:00 h,
respectively. The maturation stages of starfruit in which females of C. capitata and A. obliqua
would prefer to oviposit are ripe and unripe, respectively. The chemical analyses of extracts
(secretions from the salivary glands and headspace) from calling males of of both species by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) revealed alcohols, esters, ketones,
nitrogenated compounds and terpenoids. Comparative analyses of volatiles present in the salivary
gland secretion of A. obliqua and C. capitata males with those which were found to be present in
headspace extracts of calling males of these species, demonstrated that 50% of the compounds
released by calling males are present in the secretion of salivary glands, suggesting that these
glands maybe the storage site of these compounds. It worthy to note that among this mixture of
compounds, there should be the sex pheromone components of both species, since the salivary
gland extracts of A. obliqgua males attracted co-specific females. The results also showed that
unsaturated and saturated esters were the major componentes in extracts of ripe starfruits and
mono- and sesquiterpenes characterized the mixture of unripe starfruits. It was also found that
there is a similarity between the chemical composition of extracts from salivary glands of C.
capitata and A. obliqua and the volatiles released by ripe and unripe starfruits. two compounds
were common between salivary glands secretions of C. capitata calling males and ripe starfruit
extracts whereas eight common compounds were found in salivary glands secretions of A. obliqua
males and unripe starfruit extracts. These findings suggest that these coincident compounds may
act as chemical cues which help females of both species to find starfruits in the appropriate

maturation stage for oviposition.



1 INTRODUCAO

As moscas-das-frutas Ceratitis capitata Wiedemann (1824) e Anastrepha obliqua Macquart
(1835) (Diptera: Tephrtidae) sdo insetos-praga de grande importancia para a fruticultura das
regides tropicais e subtropicais do planeta. A primeira € conhecida como a espécie-praga mais
polifaga do mundo (Light et al., 1988; Liquido et al., 1991) e a segunda como a principal praga da
cultura da manga nas Américas (Weens Jr. et al., 2001). Ambas espécies sao também
consideradas pragas quarentenarias pelos principais paises importadores de frutos, como EUA e
Japao (Duarte e Malavasi, 2000).

Apesar dos grandes prejuizos causados por essas espécies, ainda nao foram
desenvolvidos métodos eficientes de controle de suas populacbes no campo. Uma vez que, seus
estagios imaturos se desenvolvem no interior dos frutos, ficando, portanto, protegidos do controle
quimico. Além disso, 0 uso de pesticidas quimicos sintéticos tem sido inviabilizado devido aos
riscos ambientais decorrentes da sua utilizacdo, bem com, a exigéncia dos paises importadores
de frutos quanto a auséncia de residuos toxicos nestes produtos. Assim, hd uma necessidade
urgente de desenvolvimento de métodos de controle dessas espécies que sejam mais especificos
e ambientalmente sustentaveis (Hilder e Boulter, 1999; Goncalves, 2001).

Como nessas espécies sdo as fémeas que efetivamente causam danos através da
deposicdo de ovos nos frutos, o controle por comportamento utilizando o feroménio produzido por
machos em armadilhas para captura das fémeas sexualmente maduras pode ser uma promissora
técnica de supressdo populacional dentro de um programa de manejo integrado de pragas.
Entretanto, para as espécies em estudo, ainda ndo se tem a identificacdo completa dos
constituintes quimicos de seus feromonios (Landolt, 1997; Ibafiez-Lopez e Cruz-Lopez, 2001).

As glandulas salivares de machos de moscas-das-frutas sdo o principal sitio de
estocagem, e provavelmente de sintese, dos componentes quimicos do seu feromonio (Nation,
1990). Portanto, a andlise detalhada do contetdo dessas glandulas pode contribuir para a
completa elucidacdo da composicdo de feroménios desses tefritideos. Porém, o sistema
feromonal nesses insetos ndo funciona de maneira independente de outros aspectos olfativos do
ambiente, tais como os volateis de frutos hospedeiros (Landolt e Averill, 1999; Lima, 2001).
Segundo Landolt e Phillips (1997), os compostos do fruto hospedeiro podem ter um efeito
sinérgico sobre o feromdnio, aumentando a resposta das fémeas a mistura liberada pelos machos.

Assim, faz-se necesséaria também a identificagdo dos compostos emanados dos frutos hospedeiro
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para deteccdo daqueles que possam potencializar a atracdo do feroménio dos machos para as
fémeas. A investigacdo da composicdo das glandulas salivares e do fruto hospedeiro no estagio
de maturacdo mais atrativo as fémeas fornecerd subsidios para identificacdo de compostos com
atividade feromonal e cairomonal para essas espécies. O que podera resultar no estabelecimento
da combinacdo de compostos mais eficiente para uso como isca em armadilhas para captura de
fémeas no campo.

Dando continuidade a pesquisa basica iniciada com o trabalho de dissertacdo de mestrado
(Goncalves, 2001), este estudo teve por objetivo extrair e identificar os constituintes volateis das
secrecdes de glandulas salivares de machos de A. obliqua e C. capitata, bem como, do seu
principal hospedeiro no Estado de Alagoas, a carambola, Averrhoa carambola L., no estagio de

maturacao preferencial para oviposi¢ao.



2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a idade e o horario de pico para os comportamentos de corte, cépula e

oviposicdo de A. obliqua e C. capitata em casa de vegetacao;

Determinar qual o estadgio de maturacdo do fruto hospedeiro, A. carambola, é

preferido por fémeas de A. obliqua e C. capitata para oviposicédo em laboratério;

Extrair e identificar os constituintes volateis do fruto hospedeiro no estagio de

maturacao preferido por fémeas de A. obliqua e C. capitata para oviposicao.

Extrair e identificar os constituintes volateis das glandulas salivares de machos de
C. capitata e A. obliqua na idade e no horario de pico de chamamento e comparar a
composicao dos extratos obtidos com a de extratos de aeracdo destes insetos e do

fruto hospedeiro no estagio de maturacdo preferencial para oviposicao;

Testar a atratividade dos extratos de glandulas salivares e de aeragdo de machos
de A. obligua em chamamento frente a fémeas virgens da espécie em condi¢des de

laboratorio;



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. OS INSETOS-PRAGA E SEU CONTROLE

Os insetos-praga, como resultado da sua herbivoria, consomem cerca de 14% da
producdo agricola mundial (Hilder e Boulter, 1999). Além dos danos diretos, causam perdas
indiretas massivas devido ao seu papel como vetores de varios patégenos, elevando as perdas
agricolas para 37%. Estas perdas ocorrem apesar do uso extensivo de pesticidas e fungicidas
(Gatehouse et al., 1992; Oerke et al., 1994; Jouanin et al., 1998; Hilder e Boulter, 1999).

O uso de pesticidas quimicos sintéticos, ou agroquimicos, tem sido o principal método de
protecdo as culturas, sendo movimentados cerca de US$ 10 bilhdes por ano no mercado global
destes insumos agricolas (Hilder e Boulter, 1999). Entretanto, o uso de agroquimicos tem tornado
os sistemas agricolas insustentaveis em virtude do seu alto custo, da sua ineficiéncia para atingir
0s organismos-alvo, dos riscos de intoxicagdo durante a aplicagdo e das consequéncias
ambientais inaceitaveis, como contaminacdo de alimentos e fontes de agua. Todas estas
desvantagens, somadas ao crescimento da insatisfacido dos consumidores quanto as
consequéncias do uso de agroquimicos, tém gerado uma pressao para a redugcao da utilizacao
destes em todo o planeta. Com isso, ha uma clara e urgente necessidade de desenvolvimento de
métodos de controle de pragas mais especificos e ambientalmente sustentaveis (Hilder e Boulter,
1999; Corréa e Sant'/Ana, 2001).

Nesta perspectiva, vem se praticando o manejo integrado de pragas (MIP). Segundo a
FAO (1994), o MIP é a cuidadosa integragcdo de um namero de técnicas disponiveis de controle de
pragas que dificultam o crescimento da populacdo da praga e mantém os pesticidas e outras
intervencdes em niveis que sdo economicamente justificados e, principalmente, seguros para a
salde humana e o ambiente. De forma mais especifica, pode ser definido como o controle
multiplo de pragas, utilizando de forma simultanea diferentes técnicas de supresséo populacional,
com o objetivo de manter a populagdo do inseto num nivel que esteja em harmonia com o
ambiente e ndo ponha em risco a plantagdo e o lucro do agricultor (Crocomo, 1990; Corréa e
Sant’Ana, 2001). Entre as técnicas de supressado populacional utilizadas no MIP destaca-se o

controle por comportamento, que consiste no uso de substancias quimicas de origem natural (de
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insetos da mesma espécie que a praga ou de outra, de outros animais, ou de plantas) que

modifiquem o comportamento da espécie-alvo, contribuindo para o controle da sua populagao.

3.2. SUBSTANCIAS MODIFICADORAS DO COMPORTAMENTO DE INSETOS

As substancias que atuam sobre o comportamento de insetos sdo as mesmas utilizadas na
comunicagao destes. A comunicagédo dos insetos € realizada através de sinais visuais, acusticos,
tacteis e/ou quimicos. Apesar de cada um destes sinais ter sua importancia para determinada
espécie, sao os sinais quimicos, de um modo geral, os grandes responsaveis pela comunicagao
entre insetos e seu meio ambiente (Lewis, 1984). Na comunicagdo quimica, as informacdes sao
transmitidas por meio de compostos quimicos volateis. Estes compostos sao interceptados em
sitios especificos nos pélos cuticulares das antenas dos insetos ou sensilas, estimulando a porgéo
mediana do cérebro destes ou deutocérebro, e desencadeando uma resposta, que pode ser
comportamental ou fisiologica (Lima e Della Lucia, 2001).

Quando compostos quimicos atuam como sinais sdo denominados de semioquimicos
(Norlund e Lewis, 1976), mas esse termo ndo é utilizado somente para os compostos que
transmitem informacgodes, ele abrange também aqueles que causam efeitos fisicos diretos, como
as toxinas e os nutrientes (Pickett et al., 1997; Vilela e Della Lucia, 2001). Os semioquimicos que
fornecem informag¢des numa interagao entre dois individuos sao designados infoquimicos (Dicke e
Sabelis, 1988). Estes podem ser classificados como feroménios, quando a interagdo mediada é
intraespecifica, ou como aleloquimicos, se a interagao for interespecifica (Wilson e Bossert, 1963;
Nordlund e Lewis, 1984).

Vilela e Della Lucia (2001) ampliaram a definicdo de Karlson e Lischer (1959) para os
feromdnios conceituando-os como infoquimicos mediadores de interagdes entre organismos de
uma mesma espécie, produzindo uma resposta comportamental ou fisiolégica adaptativamente
favoravel ao emissor, ao receptor ou a ambos os organismos na interagdo. Segundo Nogueira
Neto (1984), os feromébnios que agem na fisiologia do organismo receptor, exercendo efeito mais
lento e prolongado, sdo denominados de preparadores. Por outro lado, aqueles que provocam
uma mudanca imediata no comportamento do emissor sdo designados desencadeadores.

Os ferombnios desencadeadores sao classificados de acordo com o tipo de
comportamento que provocam, podendo agir como atraentes sexuais, serem marcadores de
trilhas, propiciar comportamentos de agregacado, alarme, dispersdo, entre outros (Corréa e
Sant'Ana, 2001). Os feromonios mais utilizados no controle de pragas sdo os sexuais e os de
agregacédo (Landolt, 1997). O feromdnio sexual é utilizado pelos insetos de uma espécie para
atracao de parceiros para reproducdo. Quando este feromdnio atrai ndo sé o parceiro para copula,

mas também membros do mesmo sexo que o do emissor é considerado feroménio de agregagao.
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Os feromdnios de agregacao estdo associados a pistas de sitios adequados para alimentagéo
e/ou oviposicao (Landolt, 1997; Lima e Della Lucia, 2001; Vilela e Della Lucia, 2001).

Os aleloquimicos, por sua vez, diferenciam-se de acordo com o organismo que esta sendo
beneficiado na comunicagdo. Nesse contexto, trés classes de aleloquimicos foram definidas: os
cairoménios, aleloquimicos que quando liberados beneficiam somente o agente receptor; os
alomoénios, aleloquimicos que favorecem apenas ao emissor; e 0os sinomoénios, que beneficiam
tanto o agente emissor como o receptor do sinal (Whitman, 1988; Dicke e Sabelis, 1992; Corréa e
Sant’Ana, 2001).

Muitos exemplos de aleloquimicos sdo observados em interagdes nas quais as duas
espécies envolvidas sdo insetos. Entretanto, esses compostos sdo também muito comuns em
interacdes inseto — planta. Neste caso, os volateis de plantas atuam como pistas quimicas,
podendo atrair tanto insetos herbivoros como inimigos naturais destes. Nas interagdes planta
hospedeira — inseto fitéfago, os aleloquimicos que atuam sdo os cairomdnios, sendo utilizados
pelo receptor para localizagao do emissor (Brown et al., 1970; Landolt, 1997; Corréa e Sant'Ana,
2001; Vilela e Della Lucia, 2001). Devido a atratividade destes sinais para insetos herbivoros, os
aleloquimicos com maior potencial para uso no controle de pragas por comportamento sdo os

cairomonios (Figura 3.1).

Semioquimicos
|
Infoquimicos

Ferom()nios AlelquImlcos

Preparadore Desencadeadores Cairomonio| —|— Alomobnio
Agregacao Sinoménio

Figura 3.1. Diagrama da classificagdo dos infoquimicos. Os mais utilizados no controle de pragas por comportamento

estdo destacados por um circulo (adaptado de Vilela e Della Lucia, 2001).
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USO DE INFOQUIMICOS NO MANEJO INTEGRADO DE PRAGAS E SUA
IMPORTANCIA

O controle por comportamento é realizado geralmente através do uso dos infoquimicos em

septos, ou outras superficies liberadoras, dentro de armadilhas de campo (Bento, 2001; Corréa e

Sant’Ana, 2001). As principais formas de utilizacdo dos infoquimicos sao:

Monitoramento — acompanhamento sistematico da populagéo da praga, como um
importante subsidio para avaliar a presenga do inseto no campo, os niveis de dano
e, consequentemente, para a tomada de decisdo do agricultor (Corréa e Sant'/Ana,
2001) quanto a necessidade ou nao de controle quimico, bem como, ao momento
exato para o uso deste método e as quantidades de agroquimicos exigidas;

Coleta massal — uso de um grande numero de armadilhas com o intuito de capturar
seletivamente o maior numero possivel de individuos do inseto—praga alvo para
manter sua populagdo abaixo do nivel de dano econémico (Knipling, 1979; Bento,
2001);

Confundimento — uso de ferombnio sexual de forma constante e em altas
concentragcdes de modo que o excesso de estimulos quimicos no campo sature os
sitios receptores dos sinais, desorientando os insetos e impedindo os

acasalamentos (Agosta, 1990; Corréa e Sant’Ana, 2001).

O controle de pragas com infoquimicos € justificado fundamentalmente pelas vantagens

ambientais do uso destas substancias. Sao agentes altamente especificos, ou seja, seu espectro

de acgao é restrito e comumente atingem somente as espécies alvo, favorecendo a preservagao de

inimigos naturais. Além disso, até o momento, ndo existem relatos de que os infoquimicos

provoquem o aparecimento de resisténcia em insetos-praga ou que sejam téxicos para o homem

e 0 meio ambiente. Por estas razdes, 0 uso dessas substancias em agroecossistemas tem

aumentado progressivamente nos ultimos anos, sendo os feromonios sexuais de lepidépteros e os

de agregacao de coledpteros os infoquimicos mais comercializados em todo o planeta (Shani,
1998; Corréa e Sant’Ana, 2001).

3.4.
3.4.1.

PESQUISA DE INFOQUIMICOS DE INSETOS
HISTORICO

A primeira estrutura quimica de um infoquimico de inseto foi elucidada por Buternandt et al.

(1959). A substancia isolada e identificada como feromdnio sexual produzido por fémeas de bicho

da seda, Bombyx mori Linnaeus (1758) (Lepdoptera: Bombycidae), foi denominada bombicol e

determinada como (E10,Z12)- hexadecadien-1-ol (1). Com base em ensaios comportamentais,

observou-se que o feromoénio sexual desta espécie apresentava apenas esta substancia envolvida
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na comunicagdo. Além disso, como a substancia identificada se tratava de uma molécula aquiral,
0 Unico problema estereoquimico encontrado para sua identificagao foi a elucidagcdo da geometria
da olefina (Tumlinson, 1988; Corréa e Sant’/Ana, 2001; Lima e Della Lucia, 2001).

D I P U G N
oH

(E10,z212)-Hexadecadien-1-ol
€D

Somente dez anos apds a citada publicagdo de Buternandt foi introduzida a questao da
quiralidade no estudo de feroménios. Silverstein et al. (1969) identificaram alguns feromdnios
quirais, entre eles o (R)-14-metil-(Z)-8-hexadecen-1-ol (2), feromdnio sexual produzido por fémeas
da praga de cereais armazenados Tragoderma inclusen Le Conte (1854) (Coleoptera:
Dermestidae). A ocorréncia natural desses feromdnios quirais estimulou o inicio de estudos sobre
a estereoquimica dos infoquimicos. Varias dificuldades foram encontradas nesses estudos devido
as pequenas quantidades frequentemente isoladas. A melhor maneira de resolver o problema foi
através da sintese enantiosseletiva, partindo-se de um composto de configuragao absoluta
conhecida. Desde entdo, a sintese enantiosseletiva de diversos feroménios tem sido realizada
com o intuito de se obter uma melhor compreensdo da relacdo entre estereoquimica —
bioatividade de infoquimicos. Através desses estudos, observou-se que da mesma forma que
existem feromdnios que sdo uma mistura enantiomérica na qual os enantidbmeros separadamente
sdo ativos, sendo, algumas vezes, ambos necessarios para a bioatividade, existem também
aqueles nos quais apenas um enantibmero € bioativo e 0 outro, em alguns casos, inibe a agédo do

feromonio e em outros casos nao possui qualquer agao (Mori, 1998; Corréa e Sant’Ana, 2001).

— OH
(R)-14-Metil-(Z2)-8-hexadecen-1-ol
@)
No inicio da década seguinte foi demonstrado que os feromdnios poderiam constituir-se de
mais de um componente. O primeiro exemplo de feromdnio com natureza multicomponente foi a
identificagdo do feroménio sexual produzido por fémeas da lagarta-das-folhas Spodoptera eridania
Stoll (1782) (Lepidoptera: Noctuidae), por Jacobson et al. (1970) como uma mistura de acetato de
(29,E12)-tetradecadienila (3) e acetato de (Z)-9-tetradecenila (4). Os dois componentes,
individualmente, estimulavam o comportamento sexual de machos e admitiu-se que possuiam
funcdes diferentes no comportamento de acasalamento desta espécie. Estes autores especularam

que o dieno agiria como atraente de longa distancia, enquanto o monoeno atuaria a curta
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distdncia. Embora esta especulacdo nao tenha sido provada, ela deu origem a varios estudos
sobre possiveis diferencas na fungdo dos componentes do ferombnio em sistemas feromonais
multicomponentes de lepidopteros (Ritter, 1971; Meijer et al., 1972; Tamaki et al., 1979). A partir
desses estudos, foi estabelecido que nos insetos dessa ordem os feromdnios sexuais sao,
geralmente, constituidos de dois a sete compostos quimicos, sendo um deles o componente
principal (mais de 80 % do volume da mistura), enquanto os demais constituintes sdo designados
como componentes secundarios. A percepgao dos componentes do ferombnio desencadeia uma
série de comportamentos expressos em uma seqiéncia padrao. Na cadeia de respostas de longa
distancia, a seqiéncia inclui desde a movimentagcao das antenas até o v6o e pouso na fonte de
feromonio. Na cadeia de respostas de curta distancia a seqliéncia se inicia com o encontro entre
macho e fémea, passa por comportamentos de interacdo entre estes e pode levar a copula.
Observou-se que para que toda a seqiéncia padrdo seja manifestada é necessario que os
componentes da mistura feromonal estejam todos presentes e na proporgdo precisa para cada

espécie (Lima e Della Lucia, 2001).

/ O
Acetato de (Z9,E12)-tetradecadienila
©) Q

Acetato de (Z2)-9-tetradecenila
€]

Dos primeiros estudos sobre infoquimicos de insetos realizados com feromdnios sexuais
de lepidopteros pdde-se verificar que os componentes de feroménios de insetos dessa ordem
eram alcoois e ésteres. Investigagdes posteriores com insetos dessa e de outras ordens
demonstraram que feromdnios em geral (ndo s6 os sexuais) podem ser constituidos de uma
grande diversidade de estruturas quimicas, sendo, além das classes de compostos quimicos
citadas, as mais comuns: aldeidos, cetonas, epdxidos, hidrocarbonetos, terpendides, lactonas,
compostos espirociclicos, amidas e outros compostos nitrogenados como pirazinas e pirrolizinas.
Em muitos desses feroménios estudados observou-se a presenca de compostos quirais e uma

natureza multicomponente da mistura (Tumlinson, 1988; Howse et al., 1998).
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3.4.2. METODOS EMPREGADOS NA PESQUISA DE INFOQUIMICOS

A ciéncia que estuda os infoquimicos € denominada ecologia quimica, sendo definida
como: area de pesquisa interdisciplinar que procura compreender as origens, fungbes e
significado dos compostos naturais que mediam interagdes entre organismos (Pickett et al., 1997).
O maior numero de informacgdes obtidas em ecologia quimica esta relacionado aos sistemas de
comunicagao de insetos e sua maior finalidade pratica é a descoberta de novos métodos de
controle de insetos-praga que nao oferegcam risco ao ambiente (Tumlinson, 1988).

Para compreender os sistemas de comunicagcdo de insetos o trabalho deve ser iniciado
com a observacao detalhada do comportamento destes, para que os habitos basicos da espécie
sejam conhecidos. Uma vez feito o estudo do comportamento, o pesquisador ja possuira
informacdes sobre o momento mais adequado para interceptar a mensagem quimica. A
interceptacdo € realizada através da extragdo dos compostos quimicos que compdem o odor
liberado pelo emissor da mensagem. A seguir, esta mensagem deve ser decifrada, com a
identificacdo dos referidos compostos, e, a partir dai, procedem-se a sintese e as tentativas de
reproducdo da mistura de compostos identificados para seu uso no controle de pragas (Ferreira e
Zarbin, 1998; Howse et al., 1998).

3.4.21. ESTUDO DO COMPORTAMENTO DE INSETOS

Na investigagdo de infoquimicos, o estudo do comportamento de insetos fornece
informacdes que sdo fundamentais para o planejamento das etapas subseqiientes da pesquisa.
Esse estudo define o comportamento que esta associado ao sinal quimico emanado, a época e
horario em que este sinal é liberado ou aquela em que elicia maior atividade no inseto receptor,
além do efeito das condi¢gdes ambientais sobre a resposta deste. Se a pesquisa for destinada a
identificagcdo de feromonio sexual, o estudo do comportamento estabelece também a provavel
regido do corpo do inseto envolvida na produgao do feromdnio através de testes de atratividade a
diferentes partes do corpo deste (Howse et al., 1998).

Além de o estudo comportamental ser essencial no inicio da pesquisa de qualquer
infoquimico, ele deve monitorar cada etapa do processo. Segundo Howse et al. (1998), apés a
extracdo, o extrato obtido deve ser testado frente a insetos da espécie em estudo para se verificar
se estes desempenham a mesma sequéncia de comportamentos manifestada na presenga da
fonte natural do odor, avaliando, assim, se todos os constituintes do sinal quimico foram extraidos.
Da mesma forma, apods a identificacdo dos componentes quimicos do sinal e sintese destes, sao
realizados testes de laboratério com compostos individuais e combinagbes destes para se chegar
a formulacido mais ativa. Apods isso, testes de campo sao conduzidos para se avaliar a qualidade

do produto obtido.
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Os testes comportamentais ou etologicos sdo realizados em laboratério, em condigbes
semi-naturais ou no campo. Em laboratério, esses testes ou bioensaios sdo conduzidos, com
maior frequéncia, em trés tipos basicos de equipamentos: as arenas, nas quais nao se utiliza fluxo
de ar; e os olfatbmetros e tuneis de vento, em que as moléculas do odor testado sao
transportadas em direcdo aos insetos por uma corrente de ar provocada (Baker e Cardé, 1984;
Howse et al., 1998; Eiras e Mafra Neto, 2001).

As arenas sdo caixas transparentes muito utilizadas para testes com extratos. Sao
normalmente de vidro ou acrilico, € em seu interior, um grupo de insetos € exposto ao estimulo
testado (extrato) e ao controle (geralmente o solvente utilizado no extrato). Esses sao introduzidos
no ambiente em discos de papel de filtro impregnados com um destes dois materiais e
posicionados em extremidades opostas do espaco interno. A atratividade do material de teste é
avaliada comparando a quantidade de aproximacgdes dos insetos ao disco impregnado com este
material com aquelas ao controle. Pode ser observada também a seqiéncia de movimentos
descrita pelo inseto quando préximo a substancia testada, para avaliar em que extensao esta
substancia influencia um determinado comportamento. Como nao ha passagem de fluxo de ar no
interior das arenas, os insetos s6 podem manifestar respostas comportamentais a curta distancia.
Pelo mesmo motivo, o tamanho da arena e o tempo de exposi¢ao dos insetos ao estimulo devem
ser adequados a cada espécie estudada, visto que, em um ambiente fechado, apds certo tempo,
todas as moléculas de odor se encontram igualmente distribuidas. A despeito destas
desvantagens, as arenas sdo utilizadas pela sua facilidade de construcao e utilizacado (Baker e
Cardé, 1984; Howse et al., 1998; Eiras e Mafra Neto, 2001). Arenas de maiores dimensdes podem
ser utilizadas para testar a atratividade de insetos para material proveniente de vegetais, como

folhas, flores e frutos.
3.4.2.2. EXTRAQAO DE INFOQUI'MICOS POR SOLVENTE E AERAQAO

Os constituintes quimicos de feromoénios e aleloquimicos para serem identificados
precisam ser retirados ou extraidos do organismo que os produz. Existem, segundo Howse et al.
(1998), dois métodos basicos de extracdo de infoquimicos relacionados a insetos, a extragao por
solvente e a aeracéo, esta ultima podendo ser aplicada para extragao de compostos provenientes,
tanto de insetos, quanto de plantas (Jones e Oldham, 1999; Do Nascimento e Sant'/Ana, 2001).

A extragdo por solvente é efetuada via processo simples de contato do solvente com a
superficie do material da amostra. Analitos solUveis na fase orgéanica séo distribuidos entre a
matriz da amostra e o solvente extrator. A eficiéncia da extragdo depende das interagdes quimicas
entre a substancia e o solvente utilizado. Deste modo, as propriedades fisicas do solvente

influenciam diretamente a permeabilidade na membrana celular (Sant’Ana e Stein, 2001).
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Os constituintes quimicos de infoquimicos sdo, em geral, apolares e tém alta volatilidade.
Por isso, solventes de baixa polaridade como o hexano e o diclorometano sao apropriados para a
extracdo porque as substancias volateis ativas possuem uma alta solubilidade nestes solventes.
Na maioria dos casos, depois da extracao, o extrato deve ser concentrado. Por esta razdo deve-
se utilizar um solvente com alta pureza (Do Nascimento e Sant'’Ana, 2001; Sant'/Ana e Stein,
2001).

No caso de insetos, os extratos podem ser feitos de corpo inteiro ou de partes isoladas do
corpo, tais como, abdémen, aparelho reprodutor ou glandulas. A extragdo apenas da glandula do
feromonio resulta em um extrato com concentragoes relativamente altas de compostos bioativos e
pequena quantidade de substancias co-extraidas, o que representa uma maior eficiéncia de
extracado (Sant’Ana e Stein, 2001).

A aeracgdo consiste na coleta dos constituintes volateis liberados por organismos vivos,
através da passagem de um fluxo de ar purificado, que arrasta as moléculas destes volateis
presentes na cdmara onde os organismos emissores sdo mantidos, e as conduz até um tubo
recheado com sélidos adsorventes, conhecido como tubo coletor de volateis, no qual estas
moléculas sdo aprisionadas. Os adsorventes mais comumente utilizados sao o carvao ativo, a
silica gel e os polimeros porosos Porapak® (co-polimero de etilvinilbenzeno—divinilbenzeno) e
Tenax® (polimero poroso de 6xido de 2,6-difenil-p-fenileno). O processo fisico de adsorgéo é
baseado em atragbes eletrostaticas entre os grupos funcionais da superficie do adsorvente e os
das moléculas dos constituintes adsorvidos (Howse et al., 1998; Do Nascimento e Sant’Ana,
2001).

Além da camara e do tubo coletor que esta conectado a sua saida, os sistemas de aeragao
(Figura 3.2) possuem também um filtro tubular de carvao ativo, conectado a entrada desta mesma
camara, para purificacdo do fluxo de ar que entra. Este fluxo de ar é succionado por uma linha de
vacuo adaptada a extremidade do tubo coletor. Apds o tempo adequado, que é variavel para cada
espécie estudada, interrompe-se a linha de vacuo e o tubo coletor é desconectado do sistema
(Zarbin, 2001).

L N

Linha de Compartimento de aeracio; dimensdes variadas Entrade
# vicwo dependendo do tamanho do inseto dear
; . A =1 (IL / min) !
i Coluna (15/1,5 cm) ] E
H ]
; E

P

- I ¥} § 3 e =
R |

{:T‘;}Hmtﬁ'hﬁdl 2 L2 de vidro
Polimero adsorvente Carvio alivo
(Porapak Q, Tenax etc) granulado

Figura 3.2. Diagrama de um sistema de aeracéo. 1- Filtro de carvao ativo. 2- Camara para aeragéo de insetos. 3-

Tubo para adsorgdo com polimero adsorvente. 4- Conexdo com a linha de vacuo (Adaptado de Zarbin, 2001).
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A técnica mais utilizada para extracdo dos constituintes volateis da superficie dos
adsorventes é a dessorc¢ao por solvente. Esta consiste na simples lavagem do tubo coletor com
uma quantidade reduzida de solvente, frequientemente hexano ou diclorometano (Howse et al.,
1998; Do Nascimento e Sant’/Ana, 2001).

A maior vantagem da aeracgao é que ela fornece uma amostra dos compostos volateis na
forma em que eles sdo realmente emitidos e na proporcdo exata entre eles. E particularmente
utilizada na pesquisa de feroménios quando o nimero de insetos disponiveis é limitado ou quando
os volateis séo liberados pelo inseto em quantidade muito baixa, porque sendo a coleta continua,

a quantidade de compostos obtida € maior (Howse et al., 1998).

3.4.2.3. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE INFOQUIMICOS POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

A combinacdo do poder de separagcdo do cromatdgrafo gasoso com a habilidade do
espectrémetro de massas para identificar substancias puras, deu origem a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), a técnica mais poderosa para a analise das
misturas de compostos caracteristicas dos infoquimicos. Além de fornecer valiosas informagoes
sobre a estrutura dos compostos, o espectrOmetro de massas funciona como um detector
extremamente sensitivo, cujo limite de detecgdo &€ aproximadamente 10 pg (Jones e Oldham,
1999; Do Nascimento e Sant’Ana, 2001).

O cromatégrafo gasoso € um aparelho composto basicamente de: um injetor, usado para a
introdugcdo da amostra; uma coluna, na qual os componentes da amostra sdo separados; um
detector, que capta a presenca de cada componente separado; e um registrador, que registra o
sinal enviado pelo detector na forma de um grafico, o cromatograma, no qual cada pico deve
corresponder a um componente. Na cromatografia gasosa os componentes de misturas
complexas de volateis sdo separados pelas migragdes diferenciais destes entre uma fase movel,
que os conduz através da coluna, e uma fase estacionaria, que preenche ou reveste esta coluna,
€ que, os retira seletivamente da fase movel, quando estas duas fases estdo em intimo contato
(Lancas, 1993; Collins et al., 1997).

Os gases de arraste mais utilizados na cromatografia gasosa sao o hélio, o hidrogénio e o
nitrogénio. Durante a analise, a vazdo do gas de arraste deve ser constante, para que haja
reprodutibilidade nos tempos de retengado, para isso sao utilizados controladores de fluxo. As
temperaturas do injetor, do forno onde a coluna esta inserida e do detector também necessitam
ser controladas, sendo este trabalho realizado pelo termostato. No injetor, a temperatura deve ser
mantida alta para vaporizagdo da amostra, mas suficientemente baixa para que n&o haja

decomposicdo térmica desta. Na coluna, altas temperaturas sdo requeridas para que o0s
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compostos também sejam separados de acordo com seus pontos de ebuligdo. Nessa parte do
equipamento, a temperatura pode permanecer constante durante o processo, no caso de
separagbes isotérmicas, ou pode ser programada para aumentar progressivamente durante a
separagao. A programacao da temperatura reduz o tempo de analise e evita que os compostos de
ponto de ebulicdo mais baixo eluam juntos, dificultando a sua resolugéo (Langas, 1993; Collins et
al., 1997).

O método cromatografico mais utilizado na andlise de infoquimicos é a cromatografia
gasosa capilar. Nesse metodo, as colunas tém de 0,1 a 0,7 mm de didmetro interno e de 10 a 100
metros de comprimento, e a fase estacionaria é liquida, formando uma fina pelicula que reveste a
coluna internamente. Na analise de feromdnios, as fases estacionarias mais comuns sao aquelas
com 100% de polidimetilsiloxano ou com 5% de polifenildimetilsiloxano. Os compostos mais
polares, como os acidos carboxilicos, sdo melhor analisados utilizando fases estacionarias de
polietilenoglicol (Langas, 1993; Jones e Oldham, 1999).

Um espectrometro de massas € um instrumento de sensibilidade singular composto de trés
partes fundamentais: a fonte de ionizagdo, onde as moléculas do composto em analise séo
ionizadas; o analizador, onde os ions formados sdo separados de acordo com as suas massas; e
o detector, onde os ions separados por suas massas sao detectados (Howse et al., 1998; Skoog
et al., 1998).

O cromatografo gasoso pode ser acoplado a maioria dos tipos de espectrOmetros de
massas diretamente, com a coluna capilar passando por uma linha de transferéncia aquecida para
dentro da fonte de ionizagdo (Figura 3.3). Em operac¢do, a amostra é injetada no cromatografo
gasoso e, a medida que cada componente separado é eluido, seu espectro de massas é obtido.
Os dados sao armazenados em um computador, onde sdo feitas detalhadas analises e
comparacdes de compostos desconhecidos com os espectros de massa da biblioteca contida em

um programa do computador (Howse et al., 1998; Jones e Oldham, 1999).

T Injetor
Colunado CG Fonte de Analisador
/ - ionizacédo de massas Detector
Entrada do gés de ; . I
arraste *
U Il ; S Banco
| I de
E
lk dados
Forno do CG Y |
Linha de Pratos
transferéncia aceleradores

Figura 3.3. Diagrama de um cromatografo gasoso / espectrometro de massas tipico (Modificado de Skoog,
1998).
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O método de ionizagao mais utilizado na pesquisa de infoquimicos é o impacto eletrénico.
Neste método, um filamento de tungsténio, contido na fonte de ionizagdo, € aquecido e mantido
em um potencial de aproximadamente 70 eV, emitindo um feixe de elétrons que colide com uma
molécula do composto que elui da coluna cromatografica, causando a retirada de um elétron nesta
molécula. O ion de maior massa positivamente carregado formado é denominado de ion
molecular. A energia recebida pela molécula para sua ionizagao, produz a elevacao do estado
vibracional e rotacional do ion molecular formado causando a ruptura de suas ligagdes e a
formacgao de fragmentos moleculares. Assim, o ion molecular ocorre em meio a uma mistura de
radicais, moléculas e ions positivamente carregados com massas menores. Esses podem sofrer
novas fragmentacgbes, originando novos ions positivos de massas variadas, inferiores a do ion
molecular. Ainda no interior da fonte de ionizagdo, um conjunto de pratos aceleradores atrai, por
diferenca de potencial, os ions formados, e induz a um aumento da velocidade dessas particulas
em direcdo ao analisador de massas. O espectro obtido pela ionizagdo por impacto eletrénico
apresenta um numero maior de fragmentagdes, fornecendo mais informacbes sobre a estrutura
dos compostos (Skoog et al., 1998; Howse et al., 1998).

Na anadlise de infoquimicos, o analisador de massas mais utilizado é o de setor
quadrupolar, por fornecer um espectro de massas altamente reprodutivel utilizando menor tempo
de varredura. Espectrédmetros de massas com analisador de quadrupdlo tém, geralmente, menor
custo e modelo compacto. O analisador de quadrupdlo consiste em quatro polos em forma de
bastédo, arranjados paralelamente de forma simétrica, aos quais € aplicada uma voltagem para
formagdo de um campo elétrico oscilante. A medida que os ions entram no analisador, o0 campo
elétrico Ihes fornece uma oscilagdo que lhes permite passar rapidamente através do espaco entre
os quatro pélos e chegar ao detector. Os ions com relagdo massa/carga pequena ou muito
grande, apresentam oscilagdes instaveis, favorecendo a colisdo com os pélos, ndo sendo
detectados. O analisador, assim como o detector, € mantido no vacuo, para evitar que ocorram
colisdes entre ions e moléculas (Ashcroft, 1997).

Pela utilizagcdo da CG-EM, além das informacgbes fornecidas pelo cromatdgrafo gasoso
como numero de compostos da amostra, concentragcbes relativas destes e seus graus de
polaridade, podem também ser obtidas: a massa molecular dos compostos, a composigcao
elementar e a estrutura destes compostos. Cada um dos ions resultantes das fragmentagoes, ao
ser detectado, da origem a um pico, cuja abundancia reflete a sua estabilidade. O pico de maior
abundancia no espectro é o pico base. Ele corresponde, portanto, ao fragmento mais estavel
formado. A abundancia relativa de todos os outros picos no espectro é descrita como
porcentagem da abundéancia do pico base. Entretanto, o pico de maior importancia para as
determinagdes estruturais € o do ion molecular, uma vez que a sua massa fornece o peso
molecular do composto que esta sendo analisado. Ele é, normalmente, o ion de maior massa

molecular observado no espectro. A partir da massa do ion molecular é possivel também se
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calcular o numero de atomos de cada elemento do composto, embora esta massa seja
aproximada. Além disso, o padrado de fragmentacdo de um composto contribui na elucidagédo da
sua estrutura, visto que, cada classe de compostos tem o seu padrdo de fragmentacgéo

caracteristico (Howse et al., 1998).

3.5. INSETOS-PRAGA EM ESTUDO
3.5.1. TAXONOMIA E DESCRICAO

A espécie Ceratitis capitata Wiedemann, 1824 pertence a ordem Diptera, na subordem
Brachycera, série Schizophora, secdo Acalyptratae, familia Tephritidae, subfamilia Trypetinae,
tribo Dacini, subtribo Ceratidina. A espécie Anastrepha obliqua Maquart, 1835 pertence a mesma
ordem, subordem, série, secao, familia e subfamilia, entretanto, a tribo na qual esta classificada é
a Toxotrypanini (Norrbon et al., 1998).

Os insetos adultos de C. capitata (Figura 3.4) medem em torno de 5 mm de comprimento
por cerca de 11 mm de envergadura e possuem cor castanha predominante, térax com face
dorsal negra ornada com desenhos brancos simétricos e asas transparentes com pontuagdes
negras na parte basal e faixas amarelo-castanho a parte distal. O dimorfismo sexual é
caracterizado pela presenca de um apéndice tubular, conhecido como bainha do ovipositor, na

extremidade do abdémen das fémeas (Foote, 1980; Weens Jr., 1981; Cruz et al., 2000).

Figura 3.4. Casal da espécie C. capitata:
a) fémea e b) macho (original do autor).

Os adultos de A. obliqua (Figura 3.5) medem em torno de 7 mm de comprimento
(Nascimento, 1997) por cerca de 15 mm de envergadura (Weens Jr. et al., 2001) e a sua
coloragao predominante é amarela (Foote, 1967; Nascimento, 1997). A face dorsal de seu toérax é
de cor castanha amarelada e apresenta trés faixas longitudinais amarelas e duas pontuacdes
negras no ultimo segmento toracico. As asas sao transparentes e possuem trés faixas amarelas

sombreadas de preto: a primeira cobre todo o bordo anterior, a segunda cruza cada asa de forma
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obliqua e tem forma de “S”, e a terceira esta localizada no bordo posterior da extremidade da asa
e tem forma de “V” invertido (Aluja, 1994; Zucchi, 2000a). O abdome das fémeas, assim como em
C. capitata, tem os ultimos segmentos modificados (Aluja, 1994), sendo que a bainha do ovipositor

€ maior e mais robusta que naquela espécie.

Figura 3.5. Casal da espécie A. obliqua: a)

macho e b) fémea (original do autor).

3.5.2. CICLO DE VIDA

C. capitata e A. obliqua sao insetos frugiferos que apresentam reproducdo sexuada e
metamorfose completa ou holometabdlica composta das seguintes fases ou estagios: ovo, larva,
pupa e adulto ou imago (Morgante, 1991; Aluja, 1994; Salles, 1995).

O ciclo de vida desses insetos (Figura 3.6), de maneira geral, se processa da seguinte
forma: uma fémea fecundada insere seu ovipositor em um fruto e deposita seus ovos; destes
eclodem larvas que se alimentam da polpa deste fruto até completar seu desenvolvimento, ao final
de trés estadios ou instares; nesse momento, que pode ou ndo coincidir com a queda do fruto, as
larvas o abandonam e penetram no solo para se transformarem em pupas; depois de alguns dias,
dos puparios emergem os adultos que, ao atingirem a maturidade sexual, dardo inicio a um novo
ciclo (Aluja, 1994).

Embora este padrdao de desenvolvimento seja comum a ambas espécies, existem
variagbes em determinados aspectos, tais como: no estagio de maturacao do fruto preferido pelas
fémeas para oviposicado, na quantidade de ovos depositados, na duracdo de cada uma das fases
de desenvolvimento e na duracdo do periodo que vai da emergéncia da fémea até sua primeira

oviposicao, chamado de periodo de pré-oviposi¢ao, como pode ser observado na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Caracteristicas diferenciais entre os ciclos biolégico de C. capiitata e A. obliqua para temperaturas de 26° C.

CARACTERISTICAS C. capitata A. obliqua

Estagio de maturagdo do fruto hospedeiro Frutos maduros (Weens Jr., Frutos verdes completamente

preferencial para oviposi¢cao 1981) desenvolvidos (Weens Jr. et al,
2001)
Quantidade de ovos por oviposi¢ao 1 a 10 ovos (Weens Jr., 1981) Apenas 1 ovo (Weens Jr. et al.,
2001)
Duragdo média das fases de desemvolvimento  Ovo — 2 dias (Weens Jr., 1981)  Ovo — 3 dias (Cruz et al., 2000)
Larva — 8 dias (Weens Jr., Larva — 11 dias (Weens Jr. et al.,
1981) 2001)

Pupa — 10 dias (Weens Jr., Pupa— 16 dias (Cruz et al., 2000)
1981; Quesada-Allué, 1994)
Duragédo média do periodo de pré-oviposigao 7 dias (Weens Jr., 1981) 10 dias (Liedo et al., 1992)

3.6. IMPORTANCIA DE C. capitata E A. obligua PARA FRUTICULTURA

As moscas-das-frutas C. capitata e A. obligua causam grandes prejuizos a fruticultura
mundial devido aos severos danos causados aos frutos, a variedade de frutos hospedeiros € a

ampla distribuicdo geogréfica.
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3.6.1. DANOS CAUSADOS AOS FRUTOS

As larvas ao se desenvolverem consomem a polpa dos frutos e favorecem a invasao de
microrganismos (Figuras 3.7 e 3.8), o que torna os frutos impréprios tanto para consumo in natura
quanto para industrializagdo. Somam-se a estes danos, 0s prejuizos ocasionados pelas
exigéncias quarentenarias impostas pelos paises importadores de frutos (Duarte e Malavasi,
2000).

Figura 3.7. Fruto de manga infestado por larvas do

género Anastrepha (Aluja, 1994).

3.6.2. FRUTOS HOSPEDEIROS

C. capitata é a espécie-praga mais polifaga do mundo, infestando mais de 300 espécies de
frutos (Light et al., 1998; Liquido et al., 1991). Seus hospedeiros preferenciais sdo os da familia
Rosaceae, como a mag¢a (Malus domestica), a ameixa (Prunus domestica), a péra (Pyrus
communis), o péssego (Prunus persica) e a nectarina (Prunus persica var. nucipersica), e os da
familia Rutaceae, como os citros. Em areas urbanas, esta espécie tem sido observada infestando
freqientemente os frutos da caramboleira (Averrhoa carambola - Oxalidaceae) e da amendoeira
tropical (Terminalia catappa - Combretaceae) (Malavasi et al., 2000).

Para A. obliqua, existem, segundo Norrbom e Kim (1988), 70 hospedeiros registrados.
Embora eles pertencam a diversas familias, a espécie tem preferéncia por frutos da familia
Anacardiaceae, como a manga (Mangifera indica) e os do género Spondias, como a serigtiela (S.
purpurea), o caja (S. dulcis), o caja-mirim (S. venulosa), a cajarana (S. cytherea) e o umbu (S.
tuberosa) (Malavasi et al., 2000; Selivon, 2000; Spaide, 2000). Além desses, sdo hospedeiros
freqlentes de A. obliqua, o jambo (Jambosia sp.) e a goiaba (Psidium guajava), da familia

Myrtaceae (Weens Jr. et al., 2001) e a carambola, da familia Oxalidaceae (Zucchi, 2000b).
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3.6.3. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA

C. capitata & originaria da Africa sub-Saariana, regido onde se encontra amplamente
distribuida (White e Elson-Harris, 1992). Porém, atualmente encontra-se difundida em todas as
regioes biogeograficas do mundo (Figura 3.8), excetuando-se os locais onde a temperatura muito
fria ndo permitiu a sua sobrevivéncia e os paises onde sdao mantidos programas ativos de

erradicagao, como Estados Unidos e o Chile (Malavasi et al., 2000).

(hoelimica
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Figura 3.8. Distribuigdo do género Ceratitis nas regides biogeograficas do planeta. C.
capitata € a Unica espécie deste género que se estabeleceu fora do Continente
Africano. N — regido onde o género é nativo; | — regido onde o género foi introduzido
(Modificado de Malavasi et al., 2000).

No Brasil, a ocorréncia dessa espécie tem sido registrada nesta ultima década em
praticamente todos os estados, em alguns deles, como os do sul, tendo populagdes muito baixas,
e em outros, como o de Sio Paulo, infestando severamente os cultivos de frutiferas de clima
temperado. No nordeste, sua ocorréncia tem se restringido as areas urbanas e aos perimetros
irrigados com cultivo de frutiferas tropicais, até o momento, com populagdes ndo muito altas, mas,
mesmo assim, causando danos econdmicos aos produtores (Silva, 2000; Malavasi et al., 2000).

A. obliqua é nativa do Continente Americano (Malavasi et al., 2000), sendo a espécie do
género Anastrepha que é encontrada em maior nimero de paises deste continente (Saldanha e
Silva, 1999). Sua presencga tem sido registrada desde o Estado do Texas na América do Norte até
Argentina na América do Sul (Figura 3.9), excetuando-se apenas o extremo sul deste pais e o
Chile - devido as temperaturas excessivamente frias na citada regido do primeiro e aos programas
de erradicac&o no ultimo (White e Elson-Harris, 1992; Malavasi et al., 2000; Wens Jr. et al., 2001).

Ha registros de ocorréncia para essa espécie em quase todos os estados brasileiros.
Entretanto, somente nos Estados do Amazonas e do Maranhdo é a mosca-das-frutas de maior

importancia econdmica. Porém, com o aumento do cultivo da manga nos projetos de fruticultura
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irrigada do Nordeste existe uma grande tendéncia a elevagao das populagdes de A. obliqua nesta
regido (Saldanha e Silva, 1999; Malavasi et al., 2000; Wens Jr. et al., 2001).

Figura 3.9. Distribuicdo geografica de A. obliqua
(Adaptado de Malavasi et al., 2000).

Em Alagoas, a presenca de C. capitata foi relatada nos municipios de Mar Vermelho, Cha
Preta, Vigosa, Arapiraca (dados fornecidos pela Secretaria Estadual de Agricultura, Abastecimento
e Pesca/AL, 2001), Rio Largo e Maceié (Gongalves, 2001). Ja a espécie A. obliqua apresentou
distribuicdo mais ampla no Estado, tendo sido encontrada nos municipios de: Santana do
Mundau, Unido dos Palmares, Mar Vermelho, Cha Preta, Vigcosa, Arapiraca, Limoeiro de Anadia,
Sao Sebastido, Coruripe, Igreja Nova, Penedo, Arapiraca (dados fornecidos pela Secretaria

Estadual de Agricultura, Abastecimento e Pesca/AL, 2001) e Macei6 (Gongalves, 2001).
3.7. SISTEMA FEROMONAL DE C. capitata E DO GENERO Anastrepha

Nas moscas-das-frutas da espécie C. capitata e do género Anastrepha o feromdnio sexual
€ produzido e liberado pelos machos. Esses machos, quando estdo sexualmente maduros
comecam a exibir uma sequéncia de movimentos conhecida como chamamento. Durante o
chamamento, os insetos movem suas asas alternadamente e liberam feroménio a partir de suas
bolsas pleurais, por distensao da cuticula abdominal, e a partir da gota de secrecao formada pela
eversdo da sua membrana anal (Figura 3.10). Além desses movimentos, durante a liberagao, o
macho vibra as asas periodicamente para a dispersédo do seu feroménio (Nation, 1989; Bricefio et
al., 1996).
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Os machos em chamamento agregam-se formando assembléias. Essas assembléias, que
no campo geralmente ocorrem na superficie inferior das folhas (Malavasi e Barros, 1988),
potencializam o odor do feroménio, atraindo as fémeas para cépula (Sugayama e Malavasi, 2000).
Como o feroménio liberado, antes de atrair as fémeas para o acasalamento, atrai outros machos
para a formagdo de assembléias, passou a ser considerado como ferombnio de agregacao
(Landolt, 1997).

Além da formacao de assembléias e do comportamento de corte bastante elaborado, o
sistema feromonal dos tefritideos citados acima, apresenta outros aspectos de extrema
complexidade. Segundo Nation (1989 e 1990), ocorre liberagdo de componentes da mistura
feromonal pela probdscide, anus e, possivelmente, por poros na cuticula dos machos, havendo
também armazenamento diferencial dos constituintes volateis do feroménio em diversas
estruturas do organismo dos insetos, como: glandulas salivares, papo, glandulas abdominais

pleurais, intestino e bolsa anal (Figura 3.11).

As glandulas salivares de machos de diversas espécies do género Anastrepha e de
Ceratitis capitata se originam de um ducto comum na cabega e se bifurcam em dois tubos laterais
que se estendem de cada lado do abdémen e terminam como uma grande bola de tubulos
enovelados. Estas porgdes terminais das glandulas salivares se localizam imediatamente abaixo
de cada uma das bolsas abdominais pleurais. Existem evidéncias a partir de estudos sobre
glandulas salivares de machos isoladas e de analises de tecidos, que compostos quimicos sao
produzidos ou estocados nestas glandulas. Dessa forma, tais glandulas tém sido consideradas,
entre as diversas estruturas do organismo dos insetos mencionadas, o principal sitio de
estocagem, e talvez de sintese, dos compostos liberados por machos das referidas espécies
(Nation, 1981 e 1990; Teles, 1987; Lima, 1996; Ibafiez-Lépez e Cruz-Lopez, 2001).

Glandula salivar imacho) Papo  Glindula salivar (fémea)

Glandula retal %
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3.8. CONSTITUINTES QUIMICOS DO FEROMONIO DE AGREGACAO DE C.
capitata E DO GENERO Anastrepha

Nos extratos de aeragdo de machos de C. capitata ja foram identificados mais de
cinqlenta compostos quimicos volateis (Cossé et al., 1995), entre eles: (E)-6-nonen-1-ol (5) e
acetato de (E)-6-nonenila (6) (Jacobson et al.,1973); 1-pirrolina (7), (E,E)-a-farneseno (8), (E)-3-
octenoato de etila (9), acetato de geranila (10), acido (E)-2-hexendico (11), 2-etil-3,5-dimetil
pirazina (12), linalol (13) e acetato de etila (14) (Baker et al., 1985); acetato de linalila (15),
mirceno (16) e (Z)-B-ocimeno (17) (Jang et al., 1989); indol (18) (Cossé et al., 1995). Embora um
grande numero de compostos tenha sido isolado e identificado para essa espécie, a atividade
comportamental, indicando uma fungao feromonal, foi demonstrada apenas para um pequeno
numero destes compostos e ainda ndo foram desenvolvidas iscas baseadas no seu feroménio de

agregacao (Landolt e Averill, 1999).
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Estudos mais recentes sobre a composi¢cao quimica de extratos de aeragao de machos de
C. capitata, realizados pelo Grupo de Pesquisa em Infoquimicos da Universidade Federal de
Alagoas (UFAL), revelaram a presenga de vinte compostos, entre eles: 4-octenoato de etila (19),
3-hexen-2-ona (20), 3-hexanona (21), 2-hexanona (22), 1-H-indeno (23), 2,6-dimetil-3,7-octadien-
1-ol (24), (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol (25), limoneno (26), a-copaeno (27), trans-cariofileno (28), a-
trans-bergamoteno (29), a-humuleno (30), &-cadineno (31) (Gongalves, 2001). Além desses,
foram também identificados compostos ja relatados para a espécie, como: acetato de geranila
(10), indol (18), linalol (13), (Z)-B-ocimeno (17) e (E,E)-a-farneseno (8). Do mesmo modo que nas

pesquisas anteriores, nao foi demonstrada a atividade feromonal dos compostos.

O 0
MOA M
4-Octenoato de etila* 3-Hexen-2-ona*
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No género Anastrepha as espécies mais estudadas até o momento foram A. suspensa
Loew (1873) e A. ludens Loew (1873). Foram identificados nove compostos quimicos volateis dos
extratos de aeracao e de glandulas salivares de machos de A. suspensa: (Z)-3-nonen-1-ol (32) e
(Z,2)-3,6-nonadienol (33) (Nation, 1983); anastrefina (34) e epianastrefina (35) (Battiste et al.,
1983); suspensolideo (36) (Chuman et al., 1988); (Z)-p-ocimeno (17), B-bisaboleno (37), (E,E)-a-
farneseno (8) e a-trans-bergamoteno (29) (Nation, 1990; Rocca et al., 1992). Nos extratos de
abdome e de aeracéo de A. ludens foram encontrados os mesmos compostos, substituindo (Z)-f-
ocimeno por limoneno (26) e apresentando os compostos similares em diferentes concentragoes
(Esponda-Gaxiola, 1977; Nation, 1983; Battiste et al., 1983; Rocca et al., 1992).

R\ e P e U e

(Z2)-3-Nonen-1-ol (Z,2)-3,6-Nonadien-1-ol
(32) (33)

N
N
N
\ >
\\\\\\\ S
o

Suspensolideo B-Bisaboleno
(36) (37)

Nos extratos de aeragédo, de lavagem de gaiola de criacdo e de glandulas salivares de

machos de A. fraterculus foram identificados onze constituintes volateis: (E,Z)-a-farneseno (38),
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(Z,E)-a-farneseno (39), (E,E)-suspensolideo (36), 2,5-dimetilpirazina (40), 2,3,5-trimetilpirazina
(41), 3-etil-2,5-dimetilpirazina (42) e 3-butil-2,5-dimetilpirazina (43) (Lima et al., 1996); (Z)-B-

ocimeno (17), limoneno (26), anastrefina (34) e epianastrefina (35) (Lima et al., 1996 e 2001).

Z,E)-o-Farneseno

(
(39)

/ = N
=
X

(E,2)-a-Farneseno N

(38)
2,5-Dimetilpirazina
(40)

N N N
= = =
X X X

N N N

2,3,5-Trimetilpirazina 2-Etil-3,5-Dimetilpirazina 3-Butil-2,5-Dimetilpirazina
(41) (42) (43)

Para a espécie A. obligua, a pesquisa de infoquimicos é mais recente. Apenas trés
componentes quimicos do feromdnio de agregacao foram identificados nos extratos de aeracao e
de glandulas salivares de machos dessa espécie: (E,Z)-a-farneseno (38), (E,E)-a-farneseno
(Heath et al., 2000) e (8) (Z)-3-nonen-1-ol (32) (Ibafez-Lopez e Cruz-Lépez, 2001).

Nesta mesma época, investigacdes sobre a composi¢cdo quimica de extratos de aeracio
de machos dessa espécie, conduzidas pelo Grupo de Pesquisa em Infoquimicos da UFAL,
permitiram a identificacdo de vinte e quatro compostos, entre eles: 3-hexanona (21), 2-hexanona
(22), 2-heptanona (44), 3-octanona (45), 1-heptanol (46), hexanoato de etila (47), 2-etil-1-hexanol
(48), limoneno (26), (Z)-p-ocimeno (17), linalol (13), (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol (25), 1-nonanol (49),
(E)-3-octenoato de etila (9), a-elemeno (50), B-elemeno (51), a-copaeno (27), trans-cariofileno
(28), aromadendreno (52), a-trans-bergamoteno (29), a-humuleno (30), 6-cadineno (31), além do

(E,E)-a-farneseno (8), ja relatado para a espécie (Gongalves, 2001).

o)

2-Heptanona 3-Octanona
(44) (45)



desenvolvidas iscas baseadas em

28

O
\/\/\/\OH O/\
1-Heptanol Hexanoato de etila
(46) (47)
OH

I P P

2-Etil-1-hexanol 1-Nonanol
(48) (49)

/ \
/// /’/, ) / ‘\\\\\\

0-Elemeno
(51)

B—Elemeno
(50)

Das trés espécies do género Anastrepha apresentadas apenas para A. suspensa foram

Aromadendreno

(52) no controle de suas populagdes.

Entretanto, os testes de campo nao foram posiuvos (Lanaoit e Averill, 1999).

Outros estudos foram desenvolvidos na UFAL para identificacdo de constituintes quimicos

dos volateis liberados por machos de espécies do género Anastrepha (Silva, 1999; Santos, 2003),

porém, estas investigagdes foram realizadas com grupos de insetos onde havia mistura de

espécies. Assim, a mistura de volateis obtida ndo poderia ser atribuida a qualquer uma das

espécies envolvidas, neste caso em particular: A. fraterculus, A. sororcula Zucchi (1979) e

A.obliqua.

3.9. FRUTOS HOSPEDEIROS EM ESTUDO
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A mangueira, Mangifera indica L., pertence a divisdo Magnoliophyta, classe
Magonoliopsida, subclasse Rosidae, ordem Sapindales, familia Anacardiaceae. A espécie é
originaria da india e sudoeste da Asia (Galan, 1993; Jirén, 1995). Seu fruto atingiu, no ano de
2000, o primeiro lugar nas exportagdes de frutos in natura do Brasil (Revista Update,
dezembro/2000), sendo o mercado europeu, nesta época, 0 mais promissor para a manga
brasileira (Pimentel et al., 2000). Mais recentemente, nosso pais foi considerado o sétimo maior
produtor de mangas, com produgdo de aproximadamente um milhdo de toneladas anuais,
ocupando a sexta posicado entre os paises exportadores (Franco et al., 2004). No Nordeste do
pais, a manga é cultivada em todos os estados, tendo-se observado, com o aumento nas
exportacdes dos ultimos anos (Leite et al., 1998;Franco et al., 2004), a melhoria das condicbes
econbmicas da populagao local. No entanto, a ocorréncia de A. obliqua € um obstaculo para a
elevacao da producao dessa cultura na regido e, em especial, no Estado de Alagoas (Gongalves,
2001).

A caramboleira, Averrhoa carambola L., pertence a mesma divisao, classe e subclasse da
mangueira, entretanto, a ordem e a familia nas quais esta classificada sao, respectivamente,
Geraniales e Oxalidaceae. A espécie tem como centro de origem o sudeste asiatico (Lennox e
Ragoonath, 1990; Nakasone e Paull, 1998). Seus frutos tém conquistado nos ultimos anos novos
apreciadores e consumidores no mercado europeu, pelo sabor e forma exoética que possuem. No
Brasil, ha pelo menos dez anos, a caramboleira ndo era considerada como uma fruteira comercial
(Narain et al., 1988; Donadio, 1989). A sua producao era proveniente, na sua maioria, de pomares
domésticos (Donadio, 1989). Nos ultimos anos, porém, segundo Araujo (2000), a cultura esta em
franca expanséo, principalmente no Estado de Sao Paulo, e a quantidade comercializada, de
acordo com o boletim da CEAGESP, gira em torno de 2.000 t/ano. Assim como para a cultura da
manga, a incidéncia de moscas-das-frutas € uma limitacdo para o aumento da produgcdo da
caramboleira, sendo A. obliqua e C. capitata as espécies mais prejudiciais a essa cultura no
Estado de Alagoas. Além disso, essas duas frutiferas foram os Unicos hospedeiros nos quais uma
espécie do género Anastrepha, no caso a A. obligua, foi encontrada como espécie isolada nesse
Estado (Gongalves, 2001).

3.10. INFLUENCIA DA PLANTA HOSPEDEIRA NO COMPORTAMENTO
REPRODUTIVO

Em algumas espécies de moscas-das-frutas a producdo e a liberagdo de ferombnio de
agregacdo podem ser afetadas pela presenca de compostos quimicos volateis da planta
hospedeira. Os mecanismos de interacdo inseto fitéfago / planta hospedeira surgiram com a co-

evolugdo das espécies e resultaram em estratégias que os insetos utilizam para otimizar a
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reproducdo na sua espécie (Landolt e Phillips, 1997). Entre as estratégias utilizadas pelos

tefritideos estao:

Aquisicao de compostos da planta hospedeira e uso como feromdnio ou como precursor —
como ocorre com a espécie Bactrocera dorsalis Hendel (1928), na qual os machos
sequestram fenil propandis das flores de que se alimentam e os convertem em (E)-
coniferol, seu feromdnio (Nishida et al., 1997);

Producao ou liberacdo de ferombnio em resposta a determinados compostos da planta
hospedeira — a exemplo de C. capitata que aumenta a sua atividade de chamamento em
presenca do a-copaeno das folhas de um de seus principais hospedeiros, as plantas
citricas (Nishida et al.,2000);

Uso de compostos da planta hospedeira para aumentar a resposta ao feroménio de
machos — como ocorre com a espécie Toxotrypana curvicauda Gerstaecker (1860), para a
qual a combinacao do feromdnio com o odor do fruto hospedeiro, 0 maméao verde, foi mais
atrativa as fémeas que o feromdnio ou o odor do fruto sozinhos (Landolt et al., 1992b).

Como o sistema feromonal de moscas-das-frutas funciona de forma dependente de outros

aspectos olfativos do ambiente, tais como os volateis de frutos e de folhas de plantas hospedeiras

(Landolt e Averill, 1999; Lima, 2001), é necessaria a compreensao da influéncia destes volateis no

comportamento reprodutivo da espécie de interesse agricola.
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Quimica Entomoldgica do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Alagoas — UFAL, no periodo de janeiro de 2002 a agosto
de 2004.

Os estudos foram realizados com individuos selvagens de moscas-das-frutas das espécies
Anastrepha obliqua Maquart, 1835 (Diptera: Tephritidae) e Ceratitis capitata Wiedemann, 1824
(Diptera: Tephritidae). Os insetos de A. obliqua foram obtidos de frutos infestados de carambola
(Averrhoa carambola L. - Oxalidaceae) de variedades nao identificadas, e de manga (Mangifera
indica L. - Anacardiaceae) da variedade Rosa, e os de C. capitata, foram obtidos apenas de frutos

infestados de carambola.

4.1. PROCEDIMENTOS GERAIS
4.1.1. COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Os frutos de carambola foram coletados em dois pomares domeésticos localizados no
Estado de Alagoas: um deles, no Viveiro Rio Verde, situado em Maceié (09°39'57"S/35°44'07"W;
16 m), e o outro, na Usina Utinga Ledo, situada no municipio de Rio Largo
(09°28'427S/35°51'12"W; 39 m). No pomar desta mesma usina, foram coletados os frutos de

manga.

41.1.1. INSETOS

Para obtencao de insetos, foram coletados frutos com visiveis perfuracdes e/ou em estado
avancado de maturacdo (Figura 4.1A e B). Mediante a abertura destes frutos, foram obtidas as
larvas dos insetos (Figura 4.1C) das espécies em estudo. Estas larvas foram removidas da polpa
dos frutos com pin¢as e colocadas em caixas de isopor (44cm x 35cm x 25cm), com aberturas

cobertas com tela para ventilacdo, e contendo vermiculita como substrato de empupacao.
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Figura 4.1. A) Fruto de carambola com pontuacdes escuras (na periferia das perfuraces)
caracteristicas de infestacdo por moscas-das-frutas (Foto de G. B. Gongalves). B) Coleta de
frutos infestados (Foto de G. B. Gongalves). C) Fruto de carambola coletado com larva de A.
obliqua (Foto de C. E. Silva).

41.1.2. FRUTOS

Os frutos nado infestados foram coletados com o objetivo de serem utilizados em
experimentos comportamentais e em extragdes por aeracdo, portanto, ndo poderiam ter seu odor
mascarado pela presenca de contaminantes, por isso, a coleta foi realizada em locais onde ndo se
fazia uso de controle quimico, e com a utilizagdo de luvas e embalagens inodoras. Durante a
coleta, os frutos eram classificados por estagio de maturagéo e acondicionados separadamente. A
classificagdo foi realizada de acordo com as caracteristicas externas dos frutos, principalmente
pela coloracdo. Carambolas de coloracdo verde intenso em toda a extensdo do fruto foram
classificadas como imaturas ou verdes. Quando ao verde se misturavam manchas amareladas, as
carambolas foram consideradas semi-maduras ou em estagio intermediario de maturacdo. Foram
classificadas como completamente maduras as carambolas que apresentavam coloracdo amarela

por todo o fruto.
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4.1.2. MANUTENCAO DOS INSETOS EM LABORATORIO

Os insetos ao emergirem, o que ocorreu de 8 a 10 dias ap6s a abertura dos frutos para C.
capitata e em torno de 15 dias para A. obliqua, foram separados por sexo e colocados em gaiolas
de vidro (30cm x 20,5cm x 16cm) (Figura 4.2), e mantidos com agua e uma dieta artificial
composta de uma mistura de acucar demerara e levedura de cerveja na propor¢cédo de 2:1 (Dieta
sugerida pela Dra. Jennifer Knapp — Oxford University - em comunicacéo pessoal). A temperatura
do ambiente de criacdo dos insetos esteve entre 24 e 28°C, com uma umidade relativa de
60+10%.

Figura 4.2. Gaiolas de criagdo dos insetos. 1 - Aquario de vidro com abertura voltada para tras; 2 — Meia
calca utilizada para vedar a abertura do aquério; 3 — Suporte plastico; 4 — Bacia plastica contendo
detergente em solugdo para evitar o ataque de formigas; 5 — Copo plastico com filamento de esponja
inserido na tampa para fornecimento de agua as moscas; 6 — Copo plastico pequeno com a mistura de

levedura de cerveja e agucar demerara para a alimentagéo das moscas (Foto de G. B. Gongalves).

4.1.3. IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

Para identificacdo das espécies do género Anastrepha as fémeas mortas, provenientes de
larvas obtidas nos frutos de carambola e manga dos citados pontos de coleta, foram
acondicionadas em recipientes de vidro com uma solucdo de alcool a 70%, devidamente
etiquetadas e periodicamente enviadas ao taxonomista Dr. Roberto Antdnio Zucchi, da Escola
Superior de Agricultura Luiz de Queiroz — USP de Piracicaba-SP. Com base no exame
morfométrico da extremidade do ovipositor, os espécimes enviados foram identificados como A.
obligua e a sua ocorréncia isolada de outras espécies do género nos locais amostrados foi
atestada. Uma vez que C. capitata é a Unica espécie do género com ocorréncia em nosso pais, os

seus espécimes foram identificados apenas pela observagdo da sua morfologia externa, através



34

de comparacfes com 0s primeiros insetos da espécie encontrados em nossa pesquisa, também

identificados pelo referido taxonomista.

4.2. EXPERIMENTOS
4.2.1. DETERMINACAO DA IDADE E DO PADRAO DIARIO DE
COMPORTAMENTO REPRODUTIVO

Com a finalidade de determinar a idade e o horario de pico para os comportamentos de
corte, copula e oviposicao de A. obliqua e C. capitata em condi¢des de iluminacdo natural foram
conduzidas observagfes com machos e fémeas desta espécie em casa de vegetacgao.

A opgéo pelo uso de iluminagdo natural no experimento deveu-se ao conhecimento, a
partir da literatura (Epsky e Heath, 1992), de que as diferengas de luminosidade tém grande
influéncia no comportamento reprodutivo de tefritideos, diferencas estas que ndo sao observadas
sob iluminacéo artificial. Do mesmo modo, baseado na informacgéo da literatura (Weens Jr., 1981;
Liedo et al., 1992) de que a espécie C. capitata tem seu amadurecimento sexual anterior ao de A.
obligua é que foram determinadas as idades para inicio das observacdes em cada espécie.

O experimento foi realizado com trés grupos de dez casais de cada espécie. Cada grupo
foi mantido em uma gaiola de cria¢édo (30cm x 20,5cm x 16cm) com agua e alimentacédo e um fruto
semi-maduro de A. carambola. Os grupos foram observados durante nove dias alternados (do 3°
ao 19° dia de vida adulta para C. capitata e do 5° ao 21° dia para A. obliqua) a cada hora do
periodo fotofasico (5h as 18h), os comportamentos de corte, copula e oviposicdo foram
quantificados.

A atividade de chamamento foi quantificada pelo numero de machos exibindo vibrag¢éo de
asas, rotacéo do corpo, inflacdo das bolsas abdominais e eversdo da membrana anal. A atividade
de copula foi quantificada pelo nimero de casais com as extremidades abdominais unidas
(genitalias acopladas) e a atividade de oviposicao pelo niumero de fémeas inserindo seu ovipositor
no fruto. Essas atividades foram registradas por um periodo de 10 minutos com intervalos de 50
minutos. A temperatura durante o experimento variou entre 22° e 30° C, com uma umidade
relativa de 70+16%.

A cada dia de observacdo os insetos e os frutos foram substituidos. As gaiolas de criacdo
com os individuos em estudo foram transferidas para o ambiente experimental as 18:00 horas do
dia anterior ao inicio do experimento para climatizacdo dos insetos.

Para a andlise estatistica, o efeito da idade e do horario do dia sobre cada um dos
comportamentos observados (chamamento, cOpula e oviposi¢ao) foi considerado como um ensaio
a parte, totalizando seis ensaios para cada espécie (efeito da idade e do horario do dia
multiplicados pelo ndmero de comportamentos observados). Foi utilizado um delineamento

inteiramente casualizado com nove tratamentos para efeito da idade (numero de dias de
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observacao) e 13 tratamentos para efeito da hora do dia (niumero de horas do dia em que os
insetos foram observados), havendo trés repeticoes (trés grupos de insetos) em ambos 0s casos.
Visando homogeneizar as variancias para realizar a ANOVA e o teste de médias, os dados foram
transformados por log x +1. As médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade. Para uma apresentacdo mais compreensivel dos resultados, foram expostas

as médias dos dados ndo transformados.

4.2.2. PREFERENCIA DO ESTAGIO DE MATURACAO DO FRUTO HOSPEDEIRO
PARA OVIPOSICAO

Com o intuito de determinar qual o estagio de maturagéo do fruto hospedeiro preferido por
fémeas de C. capitata e A. obliqua para oviposi¢do foram conduzidos bioensaios de laboratorio
sob condi¢des de luz natural.

A idade dos insetos e o periodo do dia para realizacdo dos testes foram determinados com
base nos dias e horéarios de pico para a atividade de oviposicao obtidos no item 4.2.1. Da mesma
forma, o uso de luz natural deveu-se ao fato de tentar proporcionar aos insetos condi¢cbes
semelhantes as do referido experimento.

Os testes foram realizados em uma arena de vidro (50cm x 50cm x 100cm) com uma das
laterais elevavel por um sistema de calhas e um orificio no teto para insercao dos insetos (Figura
4.3). Com a lateral da arena aberta foram fixados de forma aleatéria e em diferentes alturas dois
frutos de carambola em cada um dos trés estagios de maturagdo: verde, intermediario e maduro.
Os frutos foram fixados junto com os ramos da planta frutifera aos quais estavam ligados pelo
pedunculo para que o ambiente fosse 0 mais préximo possivel do natural. A seguir, a porta lateral
da arena foi fechada e vinte casais de uma das espécies em estudo, com idade entre 11 e 13 dias
de vida adulta para C. capitata e entre 17 e 21 dias para A. obliqua, foram liberados em seu
interior, e das 9h as 11h para A. obliqua e das 14h as 16h para C. capitata, foram observados e
quantificados todos os pousos das fémeas nos frutos seguidos de punctura e arraste do
ovipositor. Estas observacdes foram realizadas com cinco grupos de casais para cada espécie. A
cada repeticdo os insetos e os frutos foram trocados. As temperaturas medidas no interior da
arena durante o experimento variaram de 25° a 34° C, com umidade relativa de 70+10%.

Todos os insetos utilizados nos bioensaios foram transferidos para o ambiente
experimental no final da tarde do dia anterior aos testes para climatizacdo. Além disso, os casais
foram liberados na arena uma hora antes do inicio das observac¢des para que houvesse tempo
para ocorréncia de cépulas.

A opc¢do pelo uso de casais para os testes em lugar de fémeas acasaladas é justificada
pelo receio que a separacdo das fémeas imediatamente ap0s as copulas pudesse nos levar a

selecdo de um grande numero de fémeas cuja espermateca ndo estivesse completamente
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preenchida e, portanto, sem condi¢des para oviposi¢do. Além disso, esta selecdo poderia causar
mais estresse as fémeas, interferindo nos resultados e seria de execuc¢do mais dificil.

O experimento foi delineado de forma inteiramente casualizada, com trés tratamentos
(fruto verde, fruto intermediério e fruto maduro) e cinco repeticdes (nimero de grupos de insetos).
As médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Figura 4.3. Arena de vidro utilizada para bioensaios de
preferéncia por estagio de maturacédo do fruto hospedeiro
para oviposicéo (Foto de G. B. Gongalves).

423. EXTRACAO E IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DO
FRUTO HOSPEDEIRO NO ESTAGIO DE MATURACAO PREFERENCIAL
PARA OVIPOSICAO

Com o objetivo de conhecer as substancias volateis que compéem o odor do fruto
hospedeiro de A. obliqua e C. capitata, a carambola, no estdgio de maturacdo preferido pelas
fémeas para oviposicdo, e que podem ser atrativas a estas, tais substancias foram extraidas e

identificadas.
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4.2.3.1. EXTRACAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DO FRUTO HOSPEDEIRO

Os compostos volateis dos frutos de carambola foram extraidos por aeracdo. O
equipamento de aerac¢do utilizado consistiu em um dessecador de vidro modificado com 20cm de
didmetro e 18cm de altura (Figura 4.4), ao qual foram adaptados um filtro de carvao ativado, para
purificacdo do ar inserido no sistema, e um tubo coletor de volateis utilizando 100 mg também de
carvao ativo como adsorvente. Para produzir o fluxo de ar foi utilizada uma trompa d'agua
conectada ao tubo coletor de volateis. A aeracédo foi processada por um periodo de 48 horas e a
cada extragdo, foram utilizadas amostras com cerca de 250 g dos frutos, em um dos estagios de

maturacdo determinados pelos bioensaios do item 4.2.2.

Figura 4.4. Sistema para aeracgdo de frutos. 1 — Filtro de carvao ativo; 2 —
Céamara de aeracao; 3 — Tubo coletor de volateis contendo carvéo ativo; e
4 — Ducto para a succado de ar acoplado a uma trompa d'agua (Foto de
E.L. Silva).

Os constituintes volateis adsorvidos no carvéo ativo foram dessorvidos pela passagem de
aproximadamente 3 mL de hexano (C¢Hi4) de grau HPLC, para obtencdo dos extratos. Estes
foram acondicionados em ampolas de 2 mL (em triplicata com cerca de 1 mL em cada ampola),
seladas em chama, e conservados em congelador. Para as duas espécies de insetos foram
preparados oito extratos dos frutos no estdgio de maturacdo preferido pelas fémeas para

oviposicéo.
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4.2.3.2. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DOS
EXTRATOS

Para andlise dos extratos, estes foram concentrados sob um suave fluxo de nitrogénio (N,)
até o volume final de aproximadamente 150 yL. Os extratos foram analisados empregando o
cromatdgrafo gasoso Shimadzu Corporation mod. 17A acoplado a um detector seletivo de massas
QP5050A. Os componentes quimicos presentes nos extratos foram separados em coluna capilar
com fase estacionaria apolar (polidimetilsiloxano), com divisdo da amostra (modo “split”), numa
razéo de 30:1.

As zonas de aquecimento do cromatografo foram programadas para operar nas seguintes
temperaturas: injetor - 200°C, forno - de 30° a 250°C (com velocidade de aquecimento de 8°C/min
até atingir a temperatura final) e detector - 270°C. O gas de arraste utilizado foi 0 hélio (1 mL/min)
e a energia de ionizacao foi de 70 eV.

A identificagdo dos constituintes quimicos foi feita por comparacdo dos tempos de retencao
e espectros de massas obtidos com os da biblioteca do instrumento (Wiley — 275 database) ou

com os de padrdes sintéticos.

4.2.4. EXTRACAO E IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DE
SECRECOES DAS GLANDULAS SALIVARES E DOS LIBERADOS POR
MACHOS

Com o objetivo de investigar se as glandulas salivares poderiam ser o principal sitio de
armazenamento (e talvez de sintese) dos compostos volateis liberados pelos machos de A.
obligua e C. capitata em chamamento, as mesmas foram removidas dos insetos e 0s compostos
volateis presentes nestas glandulas foram extraidos e identificados. A composicdo obtida foi
comparada com a da mistura de constituintes volateis liberada pelos machos das respectivas
espécies.

O numero de insetos utilizados por extrato de glandulas salivares foi determinado em
experimento preliminar como a quantidade minima de glandulas necessarias para obter uma
resposta representativa no CG/EM.

A composicdo da mistura de constituintes volateis liberada pelos machos usada para
comparagdo com aquela encontrada nas secre¢bes das glandulas salivares foi obtida pela
extracdo por aeragdo dos insetos, do mesmo modo que para extragdo das glandulas, no dia de
maior ocorréncia de chamamentos e no horario de pico desta atividade para cada espécie

descritos no item 4.2.1.
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4.2.41. EXTRACAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DAS GLANDULAS
SALIVARES

As glandulas salivares de 10 machos selvagens em chamamento (com idade de 11 dias
para C. capitata e 15 dias para A. obliqua e entre 6h e 9h para ambas as espécies) foram
removidas integralmente, sob soro fisiologico, utilizando-se um microscépio estereoscépico e
pincas entomoldgicas (Figura 4.5A). Para tanto, os insetos foram dissecados através de um corte
longitudinal na face frontal do térax e do abdome destes. As glandulas removidas (Figura 4.5B)
foram posteriormente transferidas para ampolas de 2mL contendo 1 mL de hexano para
maceracdo e obtencdo dos extratos. As ampolas nas quais os extratos foram acondicionados
foram seladas em chama e conservadas em congelador. Foram preparados oito extratos de cada

espécie.

\

% ,

CONGELADOR 5

Figura 4.5. A) Esquema de extracdo de glandulas salivares de A. obliqua e C. capitata. 1-
Dissecagdo do inseto para retirada do par de glandulas; 2- Preenchimento da ampola com 1 mL de
hexano; 3- Transferéncia do par de glandulas removido para ampola; 4- Ampola contendo os dez
pares de glandulas e selada em chama, 5- Conservagéo das amostras em congelador (Cortesia de
M. A. M. Gongalves). B) Par de glandulas salivares removido de macho de A. obligua em

chamamento (Foto de C. E. Silva).
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4.2.4.2. EXTRACAO DOS CONSTITUINTES VOLATEIS DE MACHOS EM
CHAMAMENTO

Grupos de 20 machos selvagens adultos de C. capitata (11 dias de idade) e A. obliqua (15
dias de idade) foram submetidos separadamente a extracao por aeracdo por um periodo de trés
horas (entre 6h e 9h para ambas as espécies), fornecendo aos insetos agua e alimento. Foram
realizadas oito repeticdes para cada espécie.

A cada repeti¢do os grupos de insetos foram substituidos. Como controle foi realizada uma
aeracdo do alimento e da agua para eliminar da composi¢cao investigada os constituintes volateis
advindos tanto da mistura alimentar quanto dos recipientes plasticos nos quais alimento e agua
eram oferecidos aos insetos.

O equipamento de aeracéo utilizado (Figura 4.6) foi o mesmo do item 4.2.3.1, modificando
apenas o adsorvente, que neste caso foi o0 Tenax® (100 mg). O solvente utilizado e a forma de

armazenamento dos extratos também foram os mesmos do item 4.2.3.1.

Figura 4.6. Diagrama do sistema para coleta dos compostos volateis
liberados por machos adultos de A. obliqua e C. capitata. 1- Trompa
d’agua; 2- Tubo coletor de volateis contendo adsorvente (Tenax®); 3-
Camara de aeracdo; 4- Filtro contendo adsorvente (carvao ativo) (Cortesia
de M. A. M. Gongalves).

4.2.4.3. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES QUIMICOS DOS
EXTRATOS

Idem item 4.2.3.2. exceto pelo modo de injecdo dos extratos, que foi sem divisdo da

amostra (modo “splitless”). A escolha desse modo de injecdo deveu-se ao fato dos constituintes
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guimicos liberados por insetos estarem presentes nos extratos em menor concentracdo que
aqueles provenientes de frutos.

As médias percentuais dos compostos identificados nos extratos de glandulas salivares
foram comparadas com as daqueles de extratos de aeracao utilizando o teste t, ao nivel de 5% de

probabilidade.

4.2.5. RESPOSTA DE FEMEAS VIRGENS AOS EXTRATOS DE AERACAO E DE
GLANDULAS SALIVARES DE MACHOS EM CHAMAMENTO

Com a finalidade de verificar se o nivel de atratividade a fémeas virgens sexualmente
maduras dos extratos de glandulas salivares se aproximaria ao dos extratos de aeracao,
reforcando a hipétese de que estas glandulas poderiam ser o principal sitio de armazenamento (e
talvez de sintese) dos compostos volateis liberados pelos machos de A. obliqua em chamamento,
foram conduzidos bioensaios de laboratério sob condi¢cdes de luz natural com fémeas desta
espécie.

A escolha do uso de luz natural no bioensaio € justificada pelos motivos ja expostos no
item 4.2.1. A idade dos insetos e o0 periodo do dia para realizacdo dos testes foram determinados
com base nos dias e horarios de pico para a atividade de cépula (15° dia entre 7h e 10h), obtidos
também no item 4.2.1.

Os testes foram realizados utilizando uma arena em acrilico (25cm x 25cm x 7cm) com
piso removivel (Figura 4.7). O piso da arena foi forrado com papel toalha, e nas suas
extremidades diametralmente opostas foram colocados dois discos de papel de filtro (1,2 cm de
didametro), fechando o equipamento em seguida. Na parede superior da arena foram feitos cinco
orificios, um ao centro, para introdugdo dos insetos, vedado com etiqueta, e os demais
distribuidos em cada um dos seus extremos, para introdugdo da agulha de uma microseringa,

utilizada para injetar, através da tela fina que cobria os orificios, as amostras testadas.

Figura 4.7. Diagrama da arena de acrilico utilizada nos testes de atratividade. 1 — Tampa da
arena; 2 —Orificio para a introducdo de insetos (vedado durante os testes); 3 —Orificio para a
introducdo (com uso de microseringa) de extratos a serem testados e controle; 4 — Discos de
papel de filtro impregnado com extrato testado ou controle; 5 — Piso removivel (Cortesia de M. A.
M. Gongalves).
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Previamente a realizacdo dos bioensaios, 0s extratos, com volume total de 1 mL, foram
concentrados sob um suave fluxo de nitrogénio até o volume final de aproximadamente 300 L, o
que resultou huma concentracdo de um macho-equivalente para cada teste. Assim, com um grupo
de 10 fémeas de uma das espécies em estudo ja transferido para o interior da arena, um dos
discos de papel foi impregnado com 30 uL de um dos tipos de extrato testados, ao mesmo tempo
em que, o0 outro recebia 0 mesmo volume de hexano, para atuar como controle. Durante 10
minutos, todas as aproximacdes aos discos de papel, bem como, as regides da arena préximas a
estes, e as seqUéncias de comportamento manifestadas pelos insetos, foram observadas e
registradas. Baseado no comportamento de copula observado no item 4.2.1 foram atribuidos
pesos a cada etapa de comportamento manifestada pelos insetos. Assim, a simples aproximacao
da fémea a fonte de odor nas regifes ativas (regido que parte da extremidade da arena onde se
localiza o disco de papel em direcdo ao centro desta com um raio de 5 cm) do extrato ou do
controle recebeu nota 1; o toque na fonte de odor com as patas recebeu nota 2 e para o toque na
fonte de odor com a probéscide foi atribuido a nota 3. Estes indices foram multiplicados aos
nuameros de fémeas realizando as citadas etapas para se chegar a um valor para a atratividade de
cada odor avaliado.

Cada tipo de extrato foi testado diante de cinco grupos de fémeas. Entre cada uma das
repeticdes, a arena foi limpa com agua destilada, o papel toalha e os papéis de filtro foram
trocados por novos, e os insetos foram substituidos por um novo grupo. Todas as fémeas
utilizadas nos bioensaios foram transferidas para o ambiente experimental no final da tarde do dia
anterior aos testes para climatizacao.

Embora os ensaios tenham sido conduzidos utilizando apenas um dos dois tipos de
extratos testados e o solvente, visando evitar que os insetos fossem submetidos a um excesso de
estimulos que alterasse a sua resposta, para a analise estatistica, cada um dos odores testados
(extrato de glandulas salivares, extrato de aeracdo e solvente) foi considerado como um
tratamento, com delineamento inteiramente casualizado e cinco repeticbes. As médias obtidas

foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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o) RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. IDADE E PADRAO DIARIO DE COMPORTAMENTO REPRODUTIVO
5.1.1. ESPECIE C. capitata
5.1.1.1. IDADE

A atividade de chamamento dos machos de C. capitata foi observada inicialmente no 5° dia
de vida adulta e permaneceu até o final do experimento (19° dia) com percentuais representativos
de ocorréncia, como pode ser observado na tabela 5.1 e na figura 5.1. Do 5° ao 7° dia a
porcentagem de machos em chamamento cresceu gradativamente (de 2,55 a 8,49 %), apesar do
percentual de ocorréncia ter sido tao baixo (em média 5,5 %) que ndo diferiu estatisticamente do
3° dia, em que este comportamento nao foi observado. No 9° dia a porcentagem de ocorréncia foi
significativamente maior que nos dias anteriores (17,68 %). Entretanto, o maior percentual de
machos em chamamento foi observado entre o0 11° e 0 15° dia (em média 35,8 % dos machos em
chamamento), sendo o 11° dia o de maior ocorréncia de chamamentos, embora a média deste dia
(37,44 %) nao tenha diferido estatisticamente das demais do periodo citado. Nos dias de
observacao seguintes (17° e 19°) houve uma queda na porcentagem de ocorréncia desta
atividade (em média 24,1 %), nao havendo diferenga significativa, tanto entre as médias dos
referidos dias quanto entre estas e a do 9° dia. Os dados obtidos estdo de acordo com os
demonstrados por Papadopoulos et al. (1998), os quais observaram que o chamamento de
machos selvagens de C. capitata em laboratorio teve inicio no 4° dia de vida adulta, aumentando
gradualmente as taxas de ocorréncia até atingir um maximo no 12° dia. Resultados semelhantes
foram encontrados por Nation (1990) com machos selvagens da espécie A. suspensa. O referido
autor observou que a liberagédo de volateis iniciou no 5° dia pés-emergéncia e atingiu 0 maximo
entre 0 12° e o 14° dia de vida adulta. A partir deste periodo as taxas de liberacdo de volateis
foram diminuindo gradualmente.

As copulas na espécie C. capitata foram observadas inicialmente no 7° dia de vida adulta e
prosseguiram até o final do experimento. O padrdo de manifestacdo desta atividade assemelhou-
se bastante ao de chamamento, diferindo quanto ao nimero médio de individuos manifestando o
comportamento, muito menor para a atividade de copula, como pode ser visto na tabela 5.1 e na

figura 5.1. Do 7° ao 9° dia observou-se uma elevagcao do numero de ocorréncias de oviposi¢cao
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(de 1,00 a 5,67). Do 9° ao 15° dia foram observadas médias de ocorréncia de cépulas
significativamente superiores e, de modo analogo ao comportamento de chamamento, a maior
média de cépulas foi obtida no 11° dia (6,00). Assim como, do 11° dia em diante o0 numero médio
de manifestagdes desta atividade foi progressivamente reduzido (de 4,67 a 1,00). A idade para
inicio da atividade de copula, obtida neste experimento, corrobora a afirmativa de Weens Jr.

(1981), de que as copulas de C. capitata sé teriam inicio entre o 6° e o 8° dia de vida adulta.

TABELA 5.1. Padrdo de comportamento reprodutivo de C. capitata segundo a idade em casa de vegetagdo. Resultados
em numero médio (n=3) de individuos do grupo manifestando as atividades. Médias (tEP) da mesma atividade

seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ATIVIDADES
DIA DE VIDA .
COPULA _
ADULTA CHAMAMENTO OVIPOSICAO
(MACHOS E .
(MACHOS) X (FEMEAS)
FEMEAS)
3° 0° 0° 0°
5° 3,33 (+3,33)° 0° 0°
7° 11,00 (+ 9,54) 1,00 (+ 1,00) *° 0,33 (+£0,33) °
9° 23,00 (+9,07)° 5,67 (+2,67)°%° 4,67 (+2,33)°°
11° 48,67 (+ 9,56) 6,00 (+ 1,00) @ 22,00 (+ 2,52) °
13° 45,67 (+ 10,40) ® 4,67 (£3,71)2° 18,00 (+ 1,15) @
15° 45,33 (+ 9,53) 2,33 (£ 1,20)2P° 10,00 (+ 2,64) °
17° 32,33 (+ 8,68)° 1,67 (£1,67)°° 5,00 (+ 1,15)°°
19° 30,33 (+7,62)° 1,00 (+ 1,00)°° 3,00 (£2,08)°
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Figura 5.1. Padrao de comportamento reprodutivo de C. capitata segundo a idade em casa de vegetagéo.

A atividade de oviposicao foi observada a partir do 7° dia de vida adulta e manteve-se até o
final do experimento, da mesma forma que o comportamento de cépula. Igualmente, o padrédo de
manifestacdo assemelhou-se ao de chamamento. Porém, os percentuais de ocorréncia foram
superiores aos de copula, o que pode ser observado na tabela 5.1 e na figura 5.1. Do 7° ao 9° dia
observou-se uma elevagdo do numero médio de ocorréncias de oviposi¢ao (de 0,33 a 4,67), que
atingiram o apice de manifestacao entre o 11° e 0 13° dia (médias estatisticamente semelhantes),
sendo o 11° dia o de maior ocorréncia deste comportamento (22,00). Como nos demais
comportamentos avaliados, apés o 11° dia ocorreu uma sucessiva redu¢cdo no numero de
manifestacoes de oviposigdes (de 18,00 a 3,00).

De acordo com os dados obtidos, os machos de C. capitata foram observados
manifestando o comportamento de chamamento a partir do 5° dia de vida adulta, enquanto que as
copulas e as oviposi¢cdes s6 puderam ser observadas a partir do 7° dia pés-emergéncia, quando
as fémeas aceitaram a corte dos machos. Esses resultados foram concordantes com os relatos de
Weens Jr. (1981), segundo os quais os machos desta espécie principiariam a atividade de
chamamento no 4° dia pds-emergéncia, enquanto as fémeas, so6 permitiiam a ocorréncia de
copulas entre o 6° e o0 8° dia de vida adulta, podendo ocorrer oviposicao imediatamente apos a

copula ou no dia seguinte a esta, dependendo do volume de conteudo da espermateca.
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Quanto ao efeito da idade sobre as atividades de coépula e oviposicdo na espécie C.
capitata, a concordancia no padrao de manifestagdo dos dois comportamentos era previsivel, uma
vez que, para que haja um aumento no numero de oviposi¢coes é necessaria a elevagédo do
numero de coépulas. No entanto, ndo foram encontrados experimentos semelhantes com

tefritideos para que estes resultados pudessem ser comparados.

5.1.1.2. PADRAO DIARIO

A atividade de chamamento em C. capitata teve inicio com as primeiras luzes do dia e
prolongou-se até as 16h. Entretanto, a média do nimero de insetos chamando pela manha foi
bem maior que a observada durante a tarde, como pode ser visto na tabela 5.2 e na figura 5.2. A
média do numero de machos em chamamento foi significativamente maior entre 6:00 e 13:00
horas, com horarios de maior ocorréncia entre 6h e 7h (32,33), 7h e 8h (30,00) e 8h e 9h (29,67).
Nos horarios apds as 13h a reducdo nas médias acentuou-se bastante. Estes resultados diferiram
dos obtidos por Hendrichs e Hendrichs (1990) em condi¢des de campo no Egito, onde foi
observado um padrao bimodal de chamamento com um pico maior entre 8h e 11h (52 %) e outro
menor entre 14h e 17h (33 %), e dos obtidos por Landolt et al. (1992a) em laboratério com
iluminacéo artificial, em que o pico de chamamento ocorreu entre 11h30min. e 12h30min. Embora
neste ultimo experimento, o horario do final da atividade de chamamento tenha coincidido com o
observado em nosso ensaio.

A atividade de cépula principiou uma hora apés o inicio do chamamento (6h) e prosseguiu
até o término deste comportamento (16h), diferindo do chamamento quanto as médias do numero
de individuos manifestando a atividade, que foram muito menores para a cépula, como pode ser
observado na tabela 5.2 e na figura 5.2. O intervalo de maior observacéo de copulas se estendeu
das 9h as 13h, com horarios de pico de ocorréncia entre 10h e 11h (8,00) e 11h e 12h (9,00). Este
padrao diario de ocorréncia de copulas divergiu do observado por Hendrichs e Hendrichs (1990)
em condi¢des naturais, onde foi detectado, tal qual com o chamamento, um padrao bimodal com
um pico maior entre 10h e 13h (25 %) e outro menor entre 16h e 17h (17 %). A pequena
proporcdo de copulas observadas no presente ensaio, em relagdo ao numero de machos
chamando (um maximo de 27,84 % de sucesso comparando-se a maior média de chamamento
com a maior média de copula), esta de acordo com o estudo de Lima e Howse (1997) sobre o
comportamento reprodutivo de A. fraterculus em laboratoério, no qual as fémeas rejeitaram 71 %

das tentativas de copula dos machos.
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TABELA 5.2. Padrdo diario de comportamento reprodutivo de C. capitata em casa de vegetagao.

Resultados em média (n=3) do numero de ocorréncias das atividades. Médias (+EP) da mesma atividade seguidas

pela mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ATIVIDADES
HORA COPULA N
CHAMAMENTO OVIPOSICAO
(MACHOS E R
(MACHOS) A (FEMEAS)
FEMEAS)
5:00 — 6:00 14,00 (+ 3,51) °¢ 0° 0¢
6:00 — 7:00 32,33 (£ 9,53) ° 0,33 (£ 0,33)"° 0¢
7:00 — 8:00 30,00 (+ 9,45) ? 1,67 (£ 1,67)°° 1,33 (£ 0,67) °
8:00 — 9:00 29,67 (+7,45)° 1,67 (£ 1,67)°° 2,67 (+0,67)°¢
9:00 — 10:00 28,67 (+9,53) 2P 2,67 (+0,88)2°° 3,33 (+0,67)°°
10:00 — 11:00 26,67 (+ 6,96) 2° 8,00 (+ 0,88) 9,00 (+ 2,64)%°
11:00 — 12:00 26,00 (+ 6,66) *° 9,00 (+ 2,52) ° 7,33 (+ 1,45)%°¢
12:00 — 13:00 25,67 (+7,05) 2P 3,33 (+0,88) %P 3,33 (+1,33) "¢
13:00 — 14:00 18,67 (£ 5,78) °°¢ 0,67 (+0,33)°° 7,00 (+1,53)2°°
14:00 — 15:00 7,33 (£2,18) ¢ 0,33 (+0,33)°° 10,33 (+ 1,76)
15:00 — 16:00 0,67 (+0,33) ® 0,33 (+0,33)°° 11,67 (+ 3,18)
16:00 — 17:00 0° 0° 6,67 (+ 1,85)2P°
17:00 — 18:00 0° 0° 0,33 (+ 0,33)
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Figura 5.2. Padrao diario de comportamento reprodutivo de C. capitata em casa de vegetacao.

As variacdes entre os padroes de chamamento e copula observados no presente estudo e
o do trabalho realizado no Egito (Hendrichs e Hendrichs, 1990) talvez possam ser atribuidas a
diferenca de condig¢des climaticas entre as regides biogeograficas de realizagdo dos bioensaios,
visto que ja foi demonstrado que a atividade sexual de muitas espécies de moscas-das-frutas &
controlada por uma combinagao de ritmos circadianos e fatores ambientais (Burk, 1983). Por outro
lado, o uso de iluminagdo natural em nosso experimento também pode ter contribuido na
divergéncia entre os nossos resultados e os de Landolt et al., pois, segundo Epsky e Heath (1992)
algumas espécies de moscas-das-frutas, como A. suspensa, necessitam da mudanca gradual de
intensidade de iluminagdo que ocorre no inicio da manha e no final da tarde para estimular seu
comportamento reprodutivo. Na auséncia da graduagao de intensidade luminosa, como ocorre nos
bioensaios com o uso de iluminacido artificial, pode haver variagdes na periodicidade de
chamamento e de copula em relagdo ao que ocorre em condigdes naturais, uma vez que com
iluminagao artificial a manifestacdo destes comportamentos é dependente apenas dos fatores
endogenos dos insetos.

A atividade de oviposigao foi iniciada as 7h e prosseguiu até as 18h. O padrao de
manifestacao observado foi bimodal com um pico menor pela manha e um ligeiramente superior a
tarde. Estes resultados podem ser observados na tabela 5.2 e na figura 5.2. A média do niumero

de fémeas ovipositando teve seu maximo nos intervalos de 10 as 12h e de 13h as 17h, com
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horarios de pico entre 14h e 15h (10,33) e entre 15h e 16h (11,67). Diferindo dos demais

comportamentos reprodutivos, os resultados de padrao diario de oviposigao aproximaram-se dos
obtidos por Hendrichs e Hendrichs (1990) no campo, em que se observou um padrdo bimodal
desta atividade com inicio no principio da manha, cessando durante as horas quentes do dia e
aumentando progressivamente a tarde até atingir seu pico entre 16h e 17h. No nosso caso, no
entanto, o pico da atividade ocorreu na hora anterior ao do experimento no Egito. Estes resultados
talvez demonstrem que o comportamento de oviposicdo sofre maior influéncia dos fatores

endogenos dos insetos que de fatores ambientais como a intensidade luminosa.

5.1.2. ESPECIE A. obliqua
5.1.2.1. IDADE

A atividade de chamamento na espécie A. obliqua foi observada inicialmente no 7° dia de
vida adulta e manteve-se até o ultimo dia do experimento (21° dia) com médias representativas de
ocorréncia, como pode ser observado na tabela 5.3 e na figura 5.3. Do 7° ao 13° dia a ocorréncia
de chamamentos teve uma progressiva elevagao (de 5,00 a 39,33). Entre 0 15° e 0 19° dia foi
observado um numero médio de manifestagcdes de chamamentos significativamente maior que os
dos demais dias avaliados, sendo o dia de pico da atividade o 15° (45,33). No entanto, a partir
deste 15° dia as médias de ocorréncia de chamamentos foram paulatinamente reduzidas. Tais
resultados estdo de acordo com Bressan (1996), que observou um aumento significativo no
numero médio de espermatozéides a partir do 7° dia de vida adulta de machos de A. obliqua,
tornando-os aptos para reproducdo. Entretanto, em um experimento de laboratério realizado no
México, divergindo dos resultados aqui encontrados, |bafies-Lopez e Cruz-Lopez (2001)
observaram o inicio da atividade de chamamento para machos desta espécie no 5° dia de vida
adulta. O uso de insetos de criagdo massal - que tem um periodo de pré-oviposicao
conhecidamente reduzido (Nation, 1990) - pelos colegas mexicanos talvez possa explicar as
diferencgas nos resultados obtidos.

As copulas foram observadas apenas no 11° dia de vida adulta e ocorreram até o final do
experimento. Entretanto, as médias de ocorréncia foram ainda inferiores aos da espécie C.
capitata, como pode ser visto na tabela 5.3 e na figura 5.3. Apesar do pequeno numero de
ocorréncias, observou-se que o padrao de manifestacdo de copulas assemelhou-se ao de
chamamento. Houve um crescimento gradual do nimero médio de ocorréncias entre 0 11°e 0 13°
dia (de 0,33 a 0,67) e, de modo analogo ao chamamento, um maximo no 15° dia (2,67) com um
progressivo declinio dos indices de manifestagcao do 17° ao 21° dia (de 1,67 a 0,67). Apesar de
nao ter havido diferenca estatistica entre qualquer das médias do 13° dia ao 21° dia. Porém, a
média do dia de pico foi a Unica estatisticamente superior as dos horarios onde nao ocorreram

copulas. Os resultados foram discordantes dos encontrados por Ibafes-Lépez e Cruz-Lopez
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(2001), os quais observaram um maior numero de copulas entre o 7° e o 10° dia de vida adulta

dos insetos desta espécie. As diferengas apresentadas entre os dois experimentos talvez possam

ser explicadas pelos motivos ja expostos no paragrafo anterior.

TABELA 5.3. Padrdo de comportamento reprodutivo de A. obliqua segundo a idade em casa de vegetagéo. Resultados
em numero médio (n=3) de individuos do grupo manifestando as atividades. Médias (tEP) da mesma atividade

seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

DIA DE VIDA ATIVIDADES
ADULTA CHAMAMENTO COPULA OVIPOSICAO
(MACHOS) (MACHOS E (FEMEAS)
5° of 0° 0°
7° 5,00 (+2,52)° 0° 0P
9° 17,33 (£ 5,04) ° 0° 0P
11° 25,00 (+ 5,29) ° 0,33 (£0,33)" 0,33 (+0,33)"
13° 39,33 (£ 5,78) ° 0,67 (+0,33)2° 0,67 (+0,33)°
15° 45,33 (+ 3,93) 2,67 (+0,88) 2 1,00 (+ 1,00) °
17° 43,67 (+3,67)2° 1,67 (+0,33) 2° 14,33 (+ 6,17) @
190 43,33 (+ 2,85) 2P 1,00 (+ 0,58) @° 13,33 (£ 7,53) 2

21° 37,33 (+2,60) °

0,67 (+0,33) %P

12,00 (+ 3,00)
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Figura 5.3. Padrao de comportamento reprodutivo de A. obliqua segundo a idade em casa de vegetacao.

A atividade de oviposi¢cao, do mesmo modo que a de copula, foi observada inicialmente no
11° dia de vida adulta, ainda assim com médias muito reduzidas de ocorréncia, que vieram a se
elevar somente a partir do 17° dia e mantiveram-se até o final do experimento, conforme a tabela
5.3 e a figura 5.3. Do 11° ao 15° dia os numeros médios de ocorréncia apresentaram uma
pequena elevacao (de 0,33 a 1,00). O periodo de maior observagao de oviposi¢des foi entre 0 17°
0 21° dia, tendo seu pico no 17° dia (14,33). Os resultados corroboram o estudo de Liedo et al.
(1992), os quais demonstraram que as fémeas desta espécie dao inicio as oviposi¢cdes no 10° dia
pos-emergéncia. Em relagdo a elevacéo dos percentuais de ocorréncia da atividade de oviposigao
somente a partir do 17° dia de vida adulta nos insetos avaliados, esta, provavelmente, deveu-se
a necessidade de complementagdo do conteudo da espermateca das fémeas para a efetivagao
das oviposigcbdes, uma condicdo comum entre os tefritideos (Sugayama et al., 1998). Quanto ao
dia de pico da atividade de oviposicdo, ndo foram encontradas na literatura informagdes que

pudessem ser comparadas com 0s nossos resultados.

5.1.2.2. PADRAO DIARIO

A atividade de chamamento na espécie A. obliqua, do mesmo modo que em C. capitata,

teve inicio assim que as primeiras luzes do dia incidiram sobre o ambiente experimental. Porém,
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no caso de A. obliqua, foi observado um padrdo bimodal de manifestacdo do comportamento com
um pico maior no inicio da manha e um menor no final da tarde, como pode ser observado na
tabela 5.4 e na figura 5.4. O intervalo de maior ocorréncia de chamamentos foi entre 6h e 9h,
havendo no horario de 6h as 7h o pico desta atividade (em média 35,67 ocorréncias). Das 9h as
14h os numeros médios de manifestagbes deste comportamento foram bastante reduzidos (de
29,67 a 3,33). Entre 14h e 16h os indices de ocorréncia de chamamentos se elevaram novamente
(de 5,67 a 8,33), atingindo um segundo apice no intervalo das 16h as 18h, com horario de pico de
17h as 18h (21,33).
Malavasi e Barros (1988) encontraram resultados diferentes. Estes autores observaram
que o horario de manifestacao de chamamento de A. obliqgua no campo foi entre 9h e 11h e 30
min. e em laboratério foi entre 13h e 18 h, com horario de pico entre 17h e 18h. Muito embora a
presenca de um pico de chamamento no final da tarde tenha sido observada em nosso
experimento. No entanto, as propor¢cbes aqui obtidas para esse segundo pico tenham sido
inferiores. As divergéncias apontadas talvez possam ser justificadas pelas diferencas de local de
execugao dos experimentos. No caso dos experimentos realizados por eles no campo, as
diferencas de luminosidade entre a regido nordeste, onde foi realizado o nosso ensaio, e a
sudeste, local de realizagdo do deles, pode causar significativas altera¢gdes nos horarios de
manifestacdo do comportamento, uma vez que, nos estados do sudeste o nascer do sol é tardio
em relacdo aos do nordeste. Em relacdo ao experimento realizado em laboratério, talvez a
auséncia de gaduacdo da intensidade luminosa, ja referida anteriormente, possa explicar as
diferengas nos resultados.
As copulas tiveram inicio entre 6h e 7h, ocorrendo até as 10h. A partir deste horario
houve um intervalo na manifestacdo deste comportamento até as 16h. Entre 16h e 17h o
comportamento voltou a ocorrer, cessando ao final deste horario. Este padrdo pode ser observado
na tabela 5.4 e na figura 5.4. Observou-se que, tal qual para a espécie C. capitata, o padrao de
ocorréncia de cépulas assemelhou-se ao de chamamento, diferindo do mesmo modo quanto ao
numero médio de manifestagdes, muito reduzido para a atividade de coépula. O intervalo de maior
ocorréncia do comportamento foi entre 7h e 10h, no qual todos os horarios obtiveram o mesmo
numero médio de manifestacdes (1,67). Embora as médias do intervalo de pico da atividade nao
tenham diferido estatisticamente daquelas dos horarios de 6h as 7h e de 16h as 17h, foram as
Unicas estatisticamente superiores as dos horarios onde ndo ocorreram copulas. Os resultados
foram concordantes com as observacgdes realizadas em plantagées de manga no México por Aluja
e Birke (1993), onde o maior nimero de cépulas ocorreu no periodo da manha, entre 7h e 10h
horas. O padrdao de manifestagdo observado no experimento do México também foi do tipo
bimodal. Ibanes-Lopez e Cruz-Lépez (2001) observaram uma maior atividade de cépula entre 7h e

9h, resultado bastante semelhante ao nosso.
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TABELA 5.4. Padrao diario de comportamento reprodutivo de A. obliqua em casa de vegetagao. Resultados
em numero médio (n=3) de individuos do grupo manifestando as atividades. Médias (xEP) da mesma atividade

seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

ATIVIDADES
HORA COPULA -
CHAMAMENTO OVIPOSICAO
(MACHOS E .
(MACHOS) . (FEMEAS)
FEMEAS)
5:00 — 6:00 30,67 (+2,33)° 0° 0°
6:00 — 7:00 35,67 (+ 3,33) ° 0,67 (+0,33)%° 0,33 (+0,33) °
7:00 — 8:00 35,00 (¢ 3,05) 1,67 (+0,88) 2 0,33 (£ 0,33) °
8:00 — 9:00 30,33 (+ 2,18) 1,67 (+1,20)2 4,33 (£3,84)°°
9:00 — 10:00 29,67 (+2,85)° 1,67 (£0,33)2 10,33 (+ 5,17)
10:00 — 11:00 20,33 (+ 1,76) ° 0° 9,33 (+ 3,84) °
11:00 — 12:00 7,67 (£ 0,67)° 0° 7,33 (+1,76)%°
12:00 — 13:00 7,67 (£1,76) ° 0° 2,00 (£1,15)2°
13:00 — 14:00 3,33 (+1,85)° 0° 0,67 (+0,67)°
14:00 — 15:00 5,67 (+ 1,45) ° 0° 0,67 (+0,67)°
15:00 — 16:00 8,33 (+ 1,45) ¢ 0° 2,00 (+ 1,00) 2®
16:00 — 17:00 20,67 (+ 2,85) ° 1,33 (+ 0,88) 2° 2,33 (+0,88)%°
17:00 — 18:00 21,33 (+ 1,76) ° 0° 2,00 (+ 1,53)2°
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Figura 5.4. Padrao diario de comportamento reprodutivo de A. obligua em casa de vegetacéo.

A atividade de oviposigao principiou entre 6h e 7h e foi observada até as 18h. Assim como
para os demais comportamentos avaliados para a espécie, o padrao diario foi bimodal com um
pico maior no meio da manha e um bastante reduzido no final da tarde, conforme a tabela 5.4 e a
figura 5.4. O intervalo de maior manifestacdo da atividade foi entre 8h e 13h, com horarios de
maior ocorréncia de 9h as 10h (10,33) e de 10h as 11h (9,33). As médias do citado intervalo foram
semelhantes as do intervalo entre 15h e 18h, segundo apice de manifestagdo do comportamento,
com horario de pico de 16h as 17h (2,33). Entretanto, as médias do periodo de maior
manifestacdo da atividade (entre 9h e 11h) foram as Unicas estatisticamente superiores aquelas
dos horarios em que ndo ocorreram oviposigdes.

O padrao diario de oviposigdes bimodal foi comum as duas espécies estudadas.
Entretanto, o maior pico ocorreu em periodos opostos, para A. obliqua pela manhéa e a tarde para
C. capitata. Uma vez que, no caso especifico deste estudo, estas espécies eram simpatricas,
infestando um mesmo hospedeiro, possivelmente, esta diferenca de horarios seja uma estratégia
de sobrevivéncia dessas espécies. Porém, nao foram encontrados na literatura dados sobre o

padrao diario de oviposi¢cao da espécie A. obliqgua que pudessem fundamentar essa suposigao.
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A partir deste experimento para determinacdo da idade e do padrdao diario de
comportamentos reprodutivos foi demonstrado que, para as condi¢gbes climaticas do Estado de
Alagoas, a idade de maior ocorréncia das atividades reprodutivas foi aos 11 dias de vida adulta
para C. capitata e aos 15 dias para A. obliqua, exceto para a oviposi¢ao cuja idade de maior
ocorréncia foi aos 17 dias para esta ultima espécie. Para C. capitata os horarios de pico para as
atividades de chamamento, copula e oviposicdo foram 6h — 9h, 10h — 12h e 14h — 16h,
respectivamente, enquanto para A. obliqua tais horarios foram: 5h — 9h, 7h — 10h e 9h — 11h. De
posse destes resultados pdde-se estabelecer a idade dos insetos e os horarios adequados para
realizacdo dos experimentos posteriores. Assim, 0 bioenssaio para avaliagdo do estagio de
maturacdo do fruto hospedeiro preferencial para oviposi¢ao foi realizado no periodo de pico da
atividade de oviposigao: insetos com idade de 11 a 13 dias de vida adulta (estatisticamente
semelhantes) no horario das 14h as 16h para a espécie C. capitata e com idade de 17 a 21 dias
pos-emergéncia (estatisticamente semelhantes) entre 9h e 11h para A. obliqua. A extragdo de
glandulas salivares e a aeragcao de machos das duas espécies, por sua vez, foram executadas no
periodo de pico de chamamento: aos 11 dias de vida adulta para C. capitata e aos 15 dias para A.
obliqua, entre 6h e 9h para ambas espécies. Do mesmo modo, o bioenssaio de atratividade dos
extratos de glandulas salivares e de aeragdo de machos de A. obligua em chamamento foi
conduzido com fémeas da espécie no periodo de pico da atividade de copula: 15° dia entre 7h e
10h.

5.2. ESTAGIO DE MATURACAO DO FRUTO HOSPEDEIRO PREFERENCIAL PARA
OVIPOSICAO
5.2.1. FEMEAS DE C. capitata

As fémeas acasaladas de C. capitata demonstraram preferéncia para oviposi¢cao em frutos
maduros de A. carambola (carambola). A maior média do numero de observagdes de oviposigcéo
foi observada, portanto, em frutos maduros, 18,2 vezes, contra 4,3 vezes tanto em frutos no
estagio intermediario de maturacdo quanto nos verdes. A média de frutos maduros diferiu
significativamente das dos demais estagios de maturacao pelo teste de Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade, como pode ser visto na figura 5.5. Os resultados estdo de acordo com a
informacao de Weens Jr. (1981) de que, diferindo das fémeas do género Anastrepha, as de C.
capitata, devido ao reduzido tamanho e a fragilidade do ovipositor, geralmente preferem depositar
seus ovos em frutos maduros ou em condi¢gdes de maturagdo bem proximas a esta. Ademais, a
escolha de frutos maduros também pode estar relacionada a menor duragdo dos estagios
embrionario e larval na espécie C. capitata (em média 2 e 8 dias contra 3 e 11 do género

Anastrepha).
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Figura 5.5. Numero de vezes (média +EP) que fémeas de C. capitata foram observadas ovipositando em
frutos de A. carambola nos estagios de maturagao: verde, intermediario e maduro. Médias acompanhadas da
mesma letra n&o diferiram significativamente pelo testes de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Médias

acompanhadas de letras distintas diferiram entre si.

5.2.2. FEMEAS DE A. obliqua

As fémeas acasaladas de A. obliqua demonstraram preferéncia para oviposicao em frutos
verdes de A. carambola. A maior média do nimero de observacgdes de oviposicao foi observada
em frutos verdes, 16,3 vezes, contra 10 vezes em frutos de estagio de maturacao intermediario e
5,1 vezes em frutos maduros. As médias de frutos verdes, intermediarios e maduros diferiram
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de 5 %, como pode ser observado
na figura 5.6. Os resultados comprovam as afirmagdes de Weens Jr. et al. (2001) de que as
fémeas de A. obliqua preferem realizar postura em frutos verdes totalmente desenvolvidos, de
modo analogo ao que ocorre com fémeas de T. curvicauda (Landolt et al., 1992b). Talvez possam
contribuir para esta preferéncia a estrutura maior e mais rigida do ovipositor e a ja referida maior
duracdo do estagio embrionario e larval desta espécie em relagdo a C. capitata. A composi¢ao
quimica dos frutos nos dois estagios de maturacao citados pode também influenciar a preferéncia

de cada um destes estagios pelas fémeas das duas espécies.
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Figura 5.6. Numero de vezes (média +EP) que fémeas de A. obliqua foram observadas ovipositando em frutos
de A. carambola nos estagios de maturagao: verde, intermediario e maduro. Médias acompanhadas de letras

distintas diferiram entre si pelo testes de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

5.3. CONSTITUINTES VOLATEIS DO FRUTO HOSPEDEIRO NO ESTAGIO DE
MATURACAO PREFERENCIAL PARA OVIPOSICAO
5.3.1. FRUTOS DE A. carambola MADUROS

Os frutos de A. carambola (carambola) maduros, estagio de maturacdo preferido por
fémeas de C. capitata para oviposicdo, liberaram uma mistura de 27 compostos volateis
constituida de diversos ésteres, principalmente metilicos e etilicos, e uma cetona, a 2-heptanona
(pico 8). O composto mais abundante foi o 4-metil-pentanoato de etila (pico 13), seguido pelo 2-
octenoato de etila (pico 24), pelo butanoato de etila (pico 3) e pelo hexanoato de metila (pico 10).
Como compostos de abundancia intermediaria foram identificados o acetato de 2-metilbutila (pico
7), o octanoato de metila (pico 20), o decanoato de etila (pico 27) e o 4-octenoato de etila (pico
23). Os demais compostos foram encontrados em proporgdes reduzidas. Os resultados podem ser

comprovados pela observagao da figura 5.7 e da tabela 5.5.
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Figura 5.7. Cromatograma apresentando os constituintes volateis presentes em extratos de aeragao de frutos de A.
carambola maduros, estagio de maturagdo preferido por fémeas de C. capitata para oviposigdo. Identificacdo dos

compostos na tabela 5.5.

TABELA 5.5. Compostos volateis presentes em extratos de aeragéo de frutos de A. carambola maduros. A proporgao

de cada composto na mistura de volateis identificada € dada como média percentual (n=8 +EP).

N° DO PICO T.R. MEDIA
NA FIG. 5.7 (min.) NOME DO COMPOSTO PERCENTUAL (xEP)
1 5,35 Crotonoato de metila 0,29 (£ 0,17)
2 5,68 Acetato de isobutila 0,48 (+0,22)
3 6,25 Butanoato de etila 10,14 (£ 3,42)
4 7,09 Crotonoato de etila 0,58 (+ 0,34)
5 7,37 2-Metilbutanoato de etila 0,23 (£ 0,12)
6 7,44 3-Metilbutanoato de etila 0,10 (£ 0,03)
7 8,00 Acetato de 2-metilbutila 3,12 (£ 0,87)
8 8,15 2-Heptanona 0,36 (+ 0,11)
9 8,46 Pentanoato de etila 0,40 (+ 0,25)
10 8,99 Hexanoato de metila 8,19 (= 1,33)
11 9,70 Butirato de isobutila 0,30 (£ 0,02)
12 9,79 2-Hexenoato de metila 0,34 (£ 0,16)
13 10,73 4-Metilpentanoato de etila 46,33 (£ 10,58)
14 10,77 3-Hexenoato de etila 0,06 (+ 0,02)
15 10,93 Acetato de hexila 0,02 (+0,01)
16 11,47 2-Hexenoato de etila 0,63 (+ 0,44)
17 11,83 Butirato de isoamila 0,40 (+ 0,28)
18 12,60 Hexanoato de propila 1,10 (£ 0,75)
19 12,97 4-Octenoato de metila 0,28 (+ 0,08)
20 13,19 Octanoato de metila 2,44 (+0,43)
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TABELA 5.5. Continuacao.

N° DO PICO T.R. MEDIA
NA FIG. 5.7 (min.) NOME DO COMPOSTO PERCENTUAL (zxEP)
21 13,73 Hexanoato de butila 0,27 (£ 0,09)
22 13,93 Benzoato de etila 0,44 (£ 0,11)
23 14,42 4-Octenoato de etila 1,76 (= 0,69)
24 15,42 2-Octenoato de etila 19,28 (+ 5,38)
25 15,58 Hexanoato de isoamila 0,30 (£ 0,10)
26 16,41 Nonoato de etila 0,10 (+£ 0,06)
27 18,13 Decanoato de etila 1,85 (£ 0,92)

5.3.2. FRUTOS DE A. carambola VERDES

Os frutos de A. carambola verdes, estagio de maturacdo preferido por fémeas de A.
obliqua para oviposicao, liberaram uma mistura de 15 compostos volateis constituida de cetonas
(5), ésteres (5), monoterpenos (2), um hidrocarboneto, um alcool e um sesquiterpeno. O composto
mais abundante foi a 2-hexanona (pico 2), seguida pelo hexanoato de etila (pico 9) e pelo 2-
hexenoato de metila (pico 6). Além destes, destacaram-se também o acetato de isoamila (pico 3),
o0 hexanoato de metila (pico 5) e a 2-heptanona (pico 4). Os monoterpenos caracteristicos nos
volateis dos frutos neste estagio de maturagéo foram o limoneno (pico 12) e o (Z)-B-ocimeno (pico
13). O sesquiterpeno encontrado foi o germacreno (pico 15), como pode ser evidenciado na figura
5.8 e na tabela 5.6.
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Figura 5.8. Cromatograma apresentando os constituintes volateis presentes em extratos de aeragéo de frutos de A.
carambola verdes, estagio de maturagao preferido por fémeas de A. obliqua para oviposigédo. Identificagdo dos

compostos na tabela 5.6.
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TABELA 5.6. Compostos volateis presentes em extratos de aeragdo de frutos de A. carambola imaturos. A proporgao

de cada composto na mistura de volateis identificada € dada como média percentual (n=8 +EP).

N° DO PICO T.R. MEDIA

NA FIG. 5.8 (min.) NOME DO COMPOSTO PERCENTUAL (xEP)
1 6,11 3-Hexanona 4,36 (£ 0,97)
2 6,40 2-Hexanona 27,73 (£ 7,08)
3 7,99 Acetato de isoamila 8,61 (+5,12)
4 8,19 2-Heptanona 7,09 (£ 1,54)
5 9,01 Hexanoato de metila 7,38 (£ 0,83)
6 9,81 2-Hexenoato de metila 11,42 (+ 3,66)
7 10,30 3-Octanona 3,68 (£ 0,89)
8 10,38 2-Octanona 1,47 (+ 0,39)
9 10,62 Hexanoato de etila 17,65 (+ 8,16)
10 11,12 Heptanoato de metila 1,71 (£ 0,25)
11 11,27 2-Etil-1-hexanol 1,00 (+ 0,09)
12 11,41 Limoneno 1,74 (£ 0,37)
13 11,77 (2)-B-Ocimeno 2,47 (£ 0,22)
14 13,14 Undecano 2,70 (£ 1,58)
15 18,67 Germacreno 0,98 (+ 0,92)

Os compostos identificados nos frutos maduros foram os mesmos encontrados em
Gongalves (2001) para este estagio de maturagado, no entanto, a composicao dos frutos verdes
apresentou cinco compostos que nao haviam sido encontrados no referido trabalho. Entre esses
cinco compostos foi observada a presenga do limoneno e do germacreno. O primeiro, um
conhecido constituinte dos volateis de espécies de tefritideos do género Anastrepha (Roca et al.,
1992; Silva, 1999; Lima et al., 2001; Gongalves, 2001; Santos, 2003) e de C. capitata (Gongalves,
2001). O segundo, considerado como precursor de muitos sesquiterpenos (Bllow e Konig, 2000),
entre eles, alguns ja referidos para as espécies em estudo (Gongalves, 2001), como o a-copaeno,
o 0-cadineno e o d-elemeno. Estes resultados parecem reforgar a hipétese de que o odor dos
frutos pode influenciar a preferéncia das fémeas por determinado estagio de maturacao, pelo
menos no que diz respeito a espécie A. obliqua, que manifestou preferéncia pelos frutos verdes.
As diferencas observadas na composicao dos extratos de frutos imaturos entre Gongalves (2001)
e o presente estudo talvez possam ser atribuidas ao maior nimero de extragdes aqui realizadas,

bem como, ao aperfeigoamento da metodologia de extragao.
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5.4. CONSTITUINTES VOLATEIS DE SECRECOES DAS GLANDULAS SALIVARES
E OS LIBERADOS POR MACHOS

A analise qualitativa dos extratos de glandulas salivares de machos de C. capitata e A.
obligua em chamamento revelou a presenca de similaridades entre a composicao destes e a de

extratos de aeragao das respectivas espécies.
5.4.1. MACHOS DE C. capitata

Os extratos de secrecdes de glandulas salivares de machos de C. capitata em
chamamento apresentaram uma mistura de 14 compostos volateis constituida de cetonas (2),
sesquiterpenos (2), ésteres (5), alcoois (2), um composto nitrogenado, um monoterpeno e um
hidrocarboneto. O composto mais abundante foi a cetona 2-heptanona ( pico 1), seguido pelo
sesquiterpeno (E,E)-a-farneseno (pico 14), pelo éster hexanoato de etila (pico 4), pelo composto
nitrogenado 2,5-dimetilpirazina (pico 2) e pelo alcool 1-nonanol (pico 5). Destacaram-se também a
cetona 3-octanona (pico 3), o éster octanoato de etila (pico 12) e o monoterpeno limoneno (pico
8). Além desses, foram observados os sesquiterpenos a-trans-bergamoteno (pico 13) e (E,E)-a-

farneseno (pico 14), como pode ser observado na figura 5.9 e na tabela 5.7.

(S—
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Tempo de retencdo (min.)

Figura 5.9. Cromatograma apresentando os constituintes volateis presentes nos extratos de glandulas salivares de

machos de C. capitata (hospedeiro carambola) em chamamento. Identificacdo dos compostos na tabela 5.7.
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TABELA 5.7. Compostos volateis presentes em extratos de glandulas salivares de machos de C. capitata (hospedeiro
carambola) em chamamento. A proporgdo de cada composto na mistura de volateis identificada € dada como média

percentual (n=8 +EP). Os espectros de massas dos compostos sdo apresentados no anexo n° 2.

N° DO PICO T.R. MEDIA

NA FIG. 5.9 (min.) NOME DO COMPOSTO PERCENTUAL (+EP) ESPECTRO
1 8,14 2-Heptanona 19,57 (+ 3,45) A3
2 8,58 2,5-Dimetilpirazina 12,33 (£ 2,06) G1
3 10,26 3-Octanona 6,32 (+ 3,16) A5
4 10,60 Hexanoato de etila 13,93 (£ 1,79) C1
5 10,71 1-Nonanol 10,84 (+ 2,37) -
6 11,13 Heptanoato de metila 2,93 (£ 1,19) C2
7 11,29 2-Etil-1-hexanol 2,01 (£ 0,65) B2
8 11,39 Limoneno 3,43 (£ 1,01) E1
9 11,43 1-H-Indeno 2,99 (£ 0,67) D1
10 12,63 Heptanoato de etila 2,93 (£ 0,79) C3
1 13,16 Octanoato de metila 2,19 (£ 0,84) C4
12 14,56 Octanoato de etila 4,49 (£ 1,23) C5
13 19,79 a-trans-Bergamoteno 0,97 (x 0,19) F5
14 19,99 (E,E)- a-Farneseno 15,02 (£ 1,25) F6

Os machos de C. capitata, quando em chamamento, liberaram uma mistura de 24
compostos volateis constituida de sesquiterpenos (5), ésteres (6), cetonas (3), compostos
nitrogenados (3), monoterpenos (3), alcoois (3) e um hidrocarboneto. O composto mais abundante
foi o sesquiterpeno (E,E)-a-farneseno (pico 24), seguido pelo éster de terpeno acetato de geranila
(pico 20), pelos ésteres 3-octenoato de etila (pico 19) e hexanoato de etila (pico 8), e pela cetona
2-heptanona (pico 2). Além destes, destacaram-se também os compostos nitrogenados 2,5-
dimetilpirazina (pico 4) e indol (pico 9) e a cetona 3-octanona (pico 7). Os monoterpenos
caracteristicos nos volateis dos machos desta espécie foram o limoneno (pico 12) e o (Z)-B-
ocimeno (pico 14). O sesquiterpeno a-trans-bergamoteno (pico 23) também foi observado entre os
componentes da mistura. Estes resultados podem ser evidenciados na figura 5.10 e na tabela
5.8.
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Figura 5.10. Cromatograma apresentando os constituintes volateis presentes nos extratos de aeragdo de machos de

C. capitata (hospedeiro carambola) em chamamento. Identificagdo dos compostos na tabela 5.8.

TABELA 5.8. Compostos volateis presentes em extratos de aeragdo de machos de C. capitata (hospedeiro carambola)

em chamamento. A propor¢do de cada composto na mistura de volateis identificada é dada como média percentual

(n=8 £EP). Os espectros de massas dos compostos s&o apresentados no anexo n° 2.

N° DO PICO T.R. MEDIA
NA FIG. 5.10 (min.) NOME DO COMPOSTO PERCENTUAL (xEP) ESPECTRO

1 6,40 1-Heptanol 2,50 (= 0,86) B1
2 8,13 2-Heptanona 11 (£ 2,14) A3
3 8,17 Acetato de 2-feniletila 1,61 (= 0,53) -

4 8,53 2,5-Dimetilpirazina 5,68 (£ 1,77) G1
5 8,73 2,6-Dimetilpirazina 0,49 (£ 0,13) -

6 8,91 2-Metil-4-heptanona 0,48 (£ 0,20) A4
7 10,25 3-Octanona 4,36 (+ 1,26) A5
8 10,59 Hexanoato de etila 6,87 (£ 1,05) C1
9 10,71 Indol 5,17 (£ 2,18) G3
10 11,12 Heptanoato de metila 1,21 (£ 0,49) Cc2
11 11,29 2-Etil-1-hexanol 1,62 (+ 0,57) B2
12 11,39 Limoneno 3,58 (£ 0,91) E1
13 11,43 1-H-Indeno 2,04 (+ 0,65) D1
14 11,71 (2)-B-Ocimeno 0,29 (+ 0,07) E2
15 12,63 Heptanoato de etila 1,38 (+ 0,49) C3
16 12,78 Linalol 1,03 (£ 0,29) E3
17 13,16 (E,Z)-3,6-Nonadien-1-ol 1,35 (£ 0,22) B3
18 13,75 Octanoato de metila 0,87 (£ 0,36) Cc4
19 14,56 3-Octenoato de etila 11,09 (£ 3,08) -

20 17,78 Acetato de geranila 13,34 (£ 1,57) F1
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TABELA 5.8. Continuagéo.

N° DO PICO T.R. MEDIA
_ ESPECTRO
NA FIG. 5.9 (min.) NOME DO COMPOSTO PERCENTUAL (zxEP)
21 18,07 trans-Cariofileno 2,42 (£ 0,54) F3
22 18,45 a-Copaeno 0,95 (= 0,37) F2
23 19,76 a-trans-Bergamoteno 0,42 (£ 0,12) F5
24 19,99 (E,E)- a-Farneseno 22,13 (£ 3,03) F6

Somando-se os constituintes quimicos identificados nos extratos de aeracdo e de
glandulas salivares de machos de C. capitata de hospedeiro carambola foram obtidos 20
compostos inéditos para a espécie: 1-heptanol, 2-heptanona, acetato de 2-feniletila, 2,5-
dimetilpirazina, 2,6-dimetilpirazina, 2-metil-4-heptanona, 3-octanona, hexanoato de etila, 1-
nonanol, heptanoato de metila, 2-etil-1-hexanol, limoneno, 1-H-indeno, heptanoato de etila, (E,Z)-
3,6-nonadien-1-ol, octanoato de metila, octanoato de etila, trans-cariofileno, a-copaeno e a-trans-
bergamoteno. Além destes, foram também identificados o 3-octenoato de etila, o acetato de
geranila, o (E,E)-a-farneseno e o linalol, ja relatados para a espécie por Baker et al. (1985) e Jang
et al. (1989), assim como o (Z)-p-ocimeno por este ultimo, e o indol por Cossé et al. (1995).

Cinco constituintes quimicos: trans-cariofileno, o-trans-bergamoteno, (E,E)-a-farneseno,
limoneno e/ou (Z)-p-ocimeno foram comuns entre C. capitata, A. suspensa e A. ludens (Rocca et
al., 1992), além do 3,6-nonadien-1-ol que nas duas ultimas espécies foi identificado como o
isbmero (Z,2). Ja entre C. capitata e A. fraterculus coincidiram o limoneno, o (Z)-p-ocimeno e a
2,5-dimetilpirazina (De Lima et al., 2001).

Comparando os 26 compostos aqui apresentados para C. capitata com os 57 ja isolados e
identificados para esta espécie, segundo Cossé et al. (1995), a composi¢cao quimica dos extratos
de machos de C. capitata revelou-se menos complexa que a relatada na literatura. Talvez estas
diferencas possam ser explicadas pela variagao do fruto hospedeiro, ou mesmo, sejam devidas ao
fato dos insetos utilizados nos experimentos anteriormente publicados serem em sua maioria de
criacao massal, e, portanto, a alimentacao artificial na fase larval poderia ter exercido influéncia
nos volateis liberados por estes machos quando adultos. Por outro lado, o pequeno numero de
compostos obtidos nos extratos de glandulas salivares de C. capitata pode estar relacionado com
a fragilidade dos tecidos das referidas glandulas nesta espécie, o que pode ter causado a perda
de compostos por volatilizagao, tanto por rompimento dos tecidos como pelo tempo despendido
na tentativa de retirada integral destas estruturas.

Entre os extratos de aeracdo e os de secre¢des de glandulas salivares de machos de C.
capitata em chamamento foram coincidentes 12 compostos: 2-heptanona, 2,5-dimetilpirazina, 3-
octanona, hexanoato de etila, heptanoato de metila, 2-etil-1-hexanol, limoneno, 1-H-indeno,

heptanoato de etila, octanoato de metila, a-trans-bergamoteno e (E,E)-a-farneseno. Entretanto, as
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proporcdes dos compostos 2-heptanona, 2,5-dimetilpirazina, hexanoato de etila e (E,E)-a-
farneseno. variaram significativamente entre as duas misturas de compostos avaliadas, como
pode ser visto na figura 5.11.

O (E,E)-a-farneseno, composto majoritario nos extratos de aeracdo, com uma abundancia
relativa de 22,1 %, embora tenha se apresentado nos extratos de glandulas salivares como um
dos compostos mais abundantes, sua propor¢gdo na mistura foi menor (15 %) que nos extratos
anteriormente citados. Enquanto isso, a heptanona, composto de maior abundancia (19,6 %) nos
extratos de glandulas salivares foi encontrado nos extratos de aeragdo também em uma
propor¢gdo menor (9,1%) na mistura. A maioria dos compostos coincidentes se apresentou com
uma maior abundéancia relativa nos extratos de glandulas salivares que nos de aeragdo. A
excecgao, além do ja citado (E,E)-a-farneseno, foi o limoneno, que se encontra em proporgoes

aproximadas em ambas as misturas.
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Figura 5.11. Grafico apresentando as principais diferengas na constituicdo quimica dos extratos de aeragéo e de
secregoes de glandulas salivares de machos de C. capitata em chamamento (hospedeiro carambola). Barras
assinaladas com asterisco representam diferengas significativas entre as médias percentuais dos componentes

individuais pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade.
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Apesar das diferengas observadas quanto a concentragao dos compostos coincidentes, as
similaridades encontradas na composi¢cao dos extratos de aeracao e de glandulas salivares de
machos de C. capitata de hospedeiro carambola (12 compostos coincidentes dos 24 identificados
nos extratos de aeragao) nos permitem sugerir que estas glandulas sdo provavelmente o local de
sintese e armazenamento dos compostos coincidentes. Estudos detalhados de estrutura/ fungao
destas glandulas e da origem biossintética destes compostos para C. capitata serdo necessarios
para a confirmacao dessa hipétese.

Observou-se que foram exclusivos dos extratos de aeragdo 12 compostos volateis: os
alcoois 1-heptanol, linalol e (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol; os ésteres acetato de feniletila e 3-octenoato
de etila; os compostos nitrogenados 2,6-dimetilpirazina e indol; a cetona 2-metil-4-heptanona; o
monoterpeno (Z)-B-ocimeno; e os sesquiterpenos acetato de geranila, trans-cariofileno e a-
copaeno. Por outro lado, foram encontrados somente nos extratos de glandulas salivares 2
constituintes volateis: o alcool 1-nonanol e o éster octanoato de etila.

O fato de compostos ja descritos como feroménios de espécies de tefritideos como (E,Z)-
3,6-nonadien-1-ol, linalol, (Z)-B-ocimeno, acetato de geranila, trans-cariofileno, e a-copaeno dos
terem sido identificados apenas nos extratos de aeracgado, sugere que estes compostos tém outro
sitio de sintese e estocagem no organismo dos insetos de C. capitata. A auséncia do nonadienol
nas glandulas salivares € concordante com a hipétese de Nation (1990) de que os nonendis em A.
suspensa estariam estocados no intestino. Segundo este autor, os sesquiterpenos derivados da
glandula salivar, como o a-trans-bergamonteno e (E,E)-a-farneseno, também identificados no
presente experimento, seriam liberados a partir da probdscide, enquanto 0os nonendis seriam
liberados pela bolsa anal. Quanto ao (Z)-B-ocimeno, talvez estes insetos possam converter parte
do limoneno contido nas citadas glandulas neste seu isbmero.

Ao comparar a composigao dos extratos de aeragéo e de secre¢des de glandulas salivares
de machos em chamamento de C. capitata com a de extratos de aeragao de seu fruto hospedeiro,
A. carambola (carambola), no estagio de maturacido preferencial para oviposicdo, o
completamente maduro, foram coincidentes apenas 2 compostos: a 2-heptanona e o octanoato de
metila. No entanto, as proporgdes relativas dos compostos similares nestes extratos,
principalmente as do primeiro composto, apresentaram visiveis variagdes, como pode ser

observado na figura 5.12.
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Figura 5.12. Grafico apresentando as principais diferengas nas proporgdes relativas dos compostos similares nos
extratos de aeracgao e de secregdes de glandulas salivares de machos de C. capitata em chamamento e naqueles

de aeragao de seu hospedeiro A. carambola (carambola) no estagio de maturagdo completamente maduro.

A constatacdo de que apenas 2 dos 27 compostos identificados nos extratos do fruto
hospedeiro, a carambola, no estagio de maturacdo preferido por fémeas da espécie para
oviposicdo, o maduro, foram coincidentes com os identificados nos extratos de secrec¢des de
glandulas salivares de machos de C. capitata, sugere que para esta espécie o impedimento fisico
da fragilidade do ovipositor poderia ter maior influéncia na escolha do estagio de maturagcdo do

fruto hospedeiro que a atracao dos constituintes quimicos do fruto.

5.4.2. MACHOS DE A. obliqua

Os extratos de secregcbes de glandulas salivares de machos de A. obliqgua em
chamamento, oriundos de frutos de manga, apresentaram uma mistura de 22 compostos volateis
constituida de ésteres (5), cetonas (6), compostos nitrogenados (2), alcoois (4), sesquiterpenos
(2), um monoterpeno, um aldeido e um hidrocarboneto. O composto mais abundante foi o éster
hexanoato de etila (pico 6), seguido pelas cetonas 2-heptanona (pico 1) e 3-octanona (pico 5),
pelo éster octanoato de etila (pico 19), pelo composto nitrogenado 2,5-dimetilpirazina (pico 2) e
pelo monoterpeno limoneno (pico 9). Além destes, destacaram-se na mistura os ésteres
heptanoato de metila (pico 7) e de etila (pico 13) e o alcool 2-etil-1-hexanol (pico 8) Observou-se
também a presenca dos sesquiterpenos a-trans-bergamoteno (pico 21) e (E,E)-a-farneseno (pico

22), como pode ser evidenciado na figura 5.13 e na tabela 5.9.
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Figura 5.13. Cromatograma apresentando os constituintes volateis presentes nos extratos de glandulas salivares de

machos de A. obliqua (hospedeiro manga) em chamamento. Identificagao dos compostos na tabela 5.9.

TABELA 5.9. Compostos volateis presentes em extratos de glandulas salivares de machos de A. obliqua (hospedeiro
manga) em chamamento. A propor¢do de cada composto na mistura de volateis identificada é dada como média

percentual (n=8 +EP). Os espectros de massas dos compostos sdo apresentados no anexo n° 2.

N° DO PICO T.R. MEDIA
NA FIG. 5.13 (min.) NOME DO COMPOSTO PERCENTUAL (+EP) ESPECTRO

1 8,15 2-Heptanona 21,29 (+ 6,91) A3
2 8,55 2,5-Dimetilpirazina 4,59 (+ 0,83) G1
3 8,93 2-Metil-4-heptanona 1,97 (£ 0,57) A4
4 9,99 1-Heptanol 1,44 (£ 0,42) B1
5 10,26 3-Octanona 7,89 (£ 2,59) A5
6 10,59 Hexanoato de etila 29,84 (+ 4,35) C1
7 11,12 Heptanoato de metila 3,53 (£ 0,77) C2
8 11,28 2-Etil-1-hexanol 3,27 (£ 0,68) B2
9 11,39 Limoneno 4,33 (£ 1,01) E1
10 11,60 1-H-Indeno 0,76 (+ 0,24) D1
11 12,12 1-Octanol 1,00 (+ 0,56) -

12 12,29 3-Etil-2,5-dimetilpirazina 1,37 (£ 0,43) G2
13 12,64 Heptanoato de etila 2,95 (+0,74) C3
14 12,74 1-Nonanol 1,05 (£ 0,31) -

15 13,15 Octanoato de metila 1,94 (£ 0,67) C4
16 13,68 1-Fenil propanona 0,98 (£ 0,61) -

17 14,34 3-Decanona 0,98 (£ 0,34) -

18 14,43 2-Decanona 1,81 (+ 0,68) -

19 14,56 Octanoato de etila 4,66 (+ 1,03) C5
20 14,71 Hexanal 0,39 (£ 0,16) -

21 19,75 a-trans-Bergamoteno 2,92 (+0,38) F5
22 19,98 (E,E)-a-Farneseno 0,48 (£ 0,17) F6
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Os machos de A. obliqua, cujo hospedeiro das formas larvais foi manga, quando em
chamamento, liberaram uma mistura de 19 compostos volateis constituida de alcoois (3), ésteres
(2), cetonas (4), mono (2) e sesquiterpenos (7), e um hidrocarboneto. O composto mais abundante
foi o alcool 1-heptanol (pico 4), seguido pelas cetonas 3-hexanona (pico 1) e 2-hexanona (pico 2),
pelo éster hexanoato de etila (pico 6) e pelos sesquiterpenos trans-cariofileno (pico 16) e a-
copaeno (pico 14). Destacou-se também a presenca do alcool de terpeno linalol (pico 10) e do
alcool insaturado (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol (pico 11). Além disso, observou-se a presenca dos
sesquiterpenos a-trans-bergamoteno (pico 18) e (E,E)-a-farneseno (pico 19). Os monoterpenos
caracteristicos dos volateis destes machos foram o limoneno (pico 8) e o linalol (pico 10). Os

resultados podem ser observados na figura 5.14 e da tabela 5.10.
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Figura 5.14. Cromatograma apresentando os constituintes volateis presentes nos extratos de aeragdo de machos de

A. obliqua (hospedeiro manga) em chamamento. Identificagdo dos compostos na tabela 5.10.

TABELA 5.10. Compostos volateis presentes em extratos de aeragdo de machos de A. obliqua (hospedeiro manga) em
chamamento. A proporgao de cada composto na mistura de volateis identificada é dada como média percentual (n=8

+EP). Os espectros de massas dos compostos sdo apresentados no anexo n°2.

N”DO PICO TR. NOME DO COMPOSTO MEDIA ESPECTRO
NA FIG. 5.14 (min.) PERCENTUAL (+EP)

1 5,93 3-Hexanona 10,08 (£ 3,32) A1

2 6,45 2-Hexanona 10,21 (£ 3,21) A2

3 8,17 2-Heptanona 1,25 (£ 0,61) A3

4 10,07 1-Heptanol 51,02 (+ 3,97) B1

5 10,31 3-Octanona 1,38 (= 0,54) A5

6 10,63 Hexanoato de etila 6,54 (£ 0,92) C1

7 11,30 2-Etil-1-hexanol 0,97 (+ 0,33) B2

8 11,42 Limoneno t E1
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TABELA 5.10. Continuagéo.

N”DO PICO TR. NOME DO COMPOSTO MEDIA ESPECTRO

NA FIG. 5.13 (min.) PERCENTUAL (+EP)
9 11,60 1-H-Indeno t D1
10 12,73 Linalol 2,07 (£ 0,74) E3
11 13,78 (E,Z)-3,6-Nonadien-1-ol 1,49 (£ 0,29) B3
12 14,61 Octanoato de etila 0,35 (£ 0,33) C3
13 17,37 6-Elemeno 0,32 (+ 0,21) -
14 18,07 a-Copaeno 4,89 (+ 1,46) F2
15 18,27 B-Elemeno 0,47 (+ 0,27) -
16 18,77 trans-Cariofileno 6,26 (+ 1,52) F3
17 19,30 a-Humuleno 0,61 (£0,13) F4
18 19,45 a-trans-Bergamoteno 1,57 (= 0,68) F5
19 19,63 (E,E)- a-Farneseno 0,43 (£ 0,19) F6

t: compostos presentes na mistura numa proporgéo média inferior a 0,02%.

Os extratos de secregcbes de glandulas salivares de machos de A. obliqgua em
chamamento, oriundos de frutos de carambola, apresentaram uma mistura de 20 compostos
volateis constituida de ésteres (5), cetonas (6), compostos nitrogenados (2), sesquiterpenos (2)
alcoois (4) e um monoterpeno. O composto mais abundante foi o éster hexanoato de etila (pico 9),
seguido pela cetona 2-heptanona (pico 1), pelo composto nitrogenado 2,5-dimetilpirazina (pico 2),
pela cetona 3-octanona (pico 7) e pelo sesquiterpeno a-trans-bergamoteno (pico 19). Destacou-se
também a presenca do monoterpeno limoneno (pico 12), do alcool 1-heptanol (pico 6) e do
composto nitrogenado 2,6-dimetilpirazina (pico 3). Além desses, foi identificado o sesquiterpeno

(E,E)-a-farneseno (pico 20), como pode ser visto na figura 5.15 e na tabela 5.11.
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Figura 5.15. Cromatograma apresentando os constituintes volateis presentes nos extratos de glandulas salivares de

machos de A. obliqua (hospedeiro carambola) em chamamento. Identificagdo dos compostos na tabela 5.11.
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TABELA 5.11. Compostos volateis presentes em extratos de glandulas salivares de machos de A. obliqua (hospedeiro
carambola) em chamamento. A proporgdo de cada composto na mistura de volateis identificada € dada como média

percentual (n=8 +EP). Os espectros de massas dos compostos sdo apresentados no anexo n° 2.

N° DO PICO T.R. MEDIA
NA FIG. 5.15 (min.) NOME DO COMPOSTO PERCENTUAL (+EP) ESPECTRO
1 8,14 2-Heptanona 19,71 (£ 6,12) A3
2 8,54 2,5-Dimetilpirazina 8,63 (£ 1,54) G1
3 8,71 2,6-Dimetilpirazina 2,97 (£ 0,51) -
4 8,93 2-Metil-4-heptanona 0,84 (x0,12) A4
5 9,87 4-Metil-3-heptanol 0,53 (£ 0,13) -
6 10,03 1-Heptanol 2,91 (£ 1,01) B1
7 10,25 3-Octanona 5,89 (= 1,37) A5
8 10,33 2-Octanona 3,79 (+ 1,20) -
9 10,59 Hexanoato de etila 31,01 (£ 7,78) C1
10 11,11 Heptanoato de metila 1,72 (+ 0,33) C2
11 11,27 2-Etil-1-hexanol 2,06 (+ 0,69) B2
12 11,37 Limoneno 3,01 (£0,82) E1
13 12,62 Heptanoato de etila 2,31 (£ 0,61) C3
14 12,76 1-Nonanol 1,88 (£ 0,73) -
15 13,14 Octanoato de metila 2,01 (£ 0,68) C4
16 14,33 3-Decanona 1,43 (+ 0,25) -
17 14,41 2-Decanona 1,31 (£ 0,79) -
18 14,55 Octanoato de etila 1,21 (£ 0,13) C5
19 19,74 a-trans-Bergamoteno 5,63 (+ 1,19) F5
20 19,96 (E,E)- a-Farneseno 0,83 (+ 0,26) F6

Os machos de A. obliqua, cujo hospedeiro das formas larvais foi carambola, quando em
chamamento, liberaram uma mistura de 23 compostos volateis constituida de alcoois (4), ésteres
(3), cetonas (5), mono (3) e sesquiterpenos (5), hidrocarbonetos (2) e um composto nitrogenado.
O composto mais abundante foi o alcool 1-heptanol (pico 5), seguido pelo éster hexanoato de etila
(pico 7), pelo alcool de terpeno linalol (pico 13) e pelas cetonas 3-octanona (pico 6) e 2-heptanona
(pico 2). Destacou-se também a presenca do hidrocarboneto insaturado 1-octeno (pico 1) e o
sesquiterpeno a-trans-bergamoteno (pico 22). Os monoterpenos caracteristicos nos volateis
destes machos foram o limoneno (pico 11) e o (Z)-B-ocimeno (pico 12). Foi observada a presenca
do composto nitrogenado 2,5-dimetilpirazina (pico 3) e do sesquiterpeno (E,E)-a-farneseno (pico
23) nestes extratos de aeracgdo. Estes resultados podem ser observados na figura 5.16 e na
tabela 5.12.
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Figura 5.16. Cromatograma apresentando os constituintes volateis presentes nos extratos de aeragado de machos de

A. obliqua (hospedeiro carambola) em chamamento. Identificagdo dos compostos na tabela 5.12.

TABELA 5.12. Compostos volateis presentes em extratos de aeragdo de machos de A. obliqua (hospedeiro carambola)
em chamamento. A propor¢cdo de cada composto na mistura de volateis identificada € dada como média percentual

(n=8 +EP). Os espectros de massas dos compostos sdo apresentados no anexo n°2.

N° DO PICO T.R. MEDIA
NA FIG. 5.16 (min.) NOME DO COMPOSTO PERCENTUAL (+EP) ESPECTRO
1 6,40 1-Octeno 4,10 (£ 1,12) -
2 8,15 2-Heptanona 4,31 (x0,79) A3
3 8,55 2,5-Dimetilpirazina 1,13 (£ 0,38) G1
4 8,92 2-Metil-4-heptanona 1,96 (+ 0,65) A4
5 10,08 1-Heptanol 44,46 (£ 8,17) B1
6 10,28 3-Octanona 7,46 (+ 2,44) A5
7 10,61 Hexanoato de etila 17,57 (£ 4,17) C1
8 10,96 Decano 0,49 (£ 0,19) -
9 11,13 Heptanoato de metila 0,72 (x 0,16) Cc2
10 11,29 2-Etil-1-hexanol 0,51 (£ 0,11) B2
1 11,40 Limoneno 1,05 (x 0,31) E1
12 11,75 (2)-B-Ocimeno 0,38 (x 0,12) E2
13 12,72 Linalol 7,98 (£ 1,63) E3
14 13,75 (E,Z)-3,6-Nonadien-1-ol 1,78 (£ 0,26) B3
15 14,09 1-Nonanol t -
16 14,35 3-Decanona 0,30 (x 0,07) -
17 14,43 2-Decanona 0,35 (£ 0,19) -
18 14,57 Octanoato de etila 0,53 (£ 0,11) C5
19 18,08 a-Copaeno 0,21 (£ 0,03) F2
20 18,24 B-Elemeno t -
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TABELA 5.12. Continuagéo.
No DO PICO TR. MEDIA

NA FIG. 5.15 (min.) NOME DO COMPOSTO PERCENTUAL (xEP) ESPECTRO
21 19,37 Acetato de geranila 0,73 (£ 0,25) F1
22 19,76 a-trans-Bergamoteno 3,20 (£ 0,77) F5
23 19,98 (E,E)- a-Farneseno 0,74 (£ 0,29) F6

t: compostos presentes na mistura numa proporgéo média inferior a 0,02%.

A composicdo quimica dos extratos de machos de A. obligua em chamamento se
apresentou excepcionalmente mais rica que a obtida por Heath et al. (2000), que identificaram o
(Z2)-3-nonanol, o (E,Z)-a-farneseno e o (E,E)-a-farneseno nos volateis de machos desta espécie, e
por por Ibafez-Lépez e Cruz-Lépez (2001), que identificaram apenas o (E,Z)-a-farneseno e o
(E,E)-ao-farneseno nas glandulas salivares destes. Foi também superior, em nimero de compostos
identificados, a obtida em Gongalves (2001). Somando-se os constituintes quimicos identificados
nos extratos de aeragao e de glandulas salivares de machos de A. obliqua de ambos hospedeiros
foram obtidos 18 compostos inéditos para a espécie: 1-octeno, 2,5-dimetilpirazina, 2,6-
dimetilpirazina, 2-metil-4-heptanona, 4-metil-3-heptanol, decano, heptanoato de metila, limoneno,
1-H-indeno, 1-octanol, 3-etil-2,5-dimetilpirazina, heptanoato de etila, 1-fenilpropanona, 3-
decanona, 2-decanona, octanoato de etila, hexanal, acetato de geranila. além destes, foram
também identificados (E,E)-a-farneseno, ja relatado para a espécie por Heath et al. (2000) e
Ibafez-Lépez e Cruz-Lopez (2001), e 3-hexanona, 2-hexanona, 2-heptanona, 1-heptanol, 3-
octanona, 2-octanona, hexanoato de etila, 2-etil-1-hexanol, (Z)-B-ocimeno, linalol, (E,Z)-3,6-
nonadien-1-ol, 1-nonanol, octanoato de metila, B-elemeno, &-elemeno, trans-cariofileno, a-
copaeno, a-trans-bergamoteno e a-humuleno identificados em Gongalves (2001).

Quatro constituintes quimicos: a-trans-bergamoteno, (E,E)-a-farneseno, limoneno e/ou (Z)-
B-ocimeno foram comuns entre A. obligua e as duas espécies mais estudadas do género: A.
suspensa e A. ludens (Rocca et al., 1992), além do 3,6-nonadien-1-ol que nas citadas espécies foi
identificado como o isébmero (Z,Z). Ja entre A. obliqua e a espécie A. fraterculus coincidiram o
limoneno e o (Z)-B-ocimeno, bem como as pirazinas 2,5-dimetilpirazina e 3-etil-2,5-dimetilpirazina
(Lima et al., 2001). Entretanto, as lactonas isoméricas anastrefina, epianastrefina e suspensolideo
encontradas em A. suspensa, A. ludens e A. fraterculus, nao foram detectadas nos extratos de A.
obliqua.

Entre os extratos de aeragao e os de secrecdes de glandulas salivares de machos de A.
obligua em chamamento, provenientes de frutos de manga, foram coincidentes 10 constituintes
quimicos volateis: 2-heptanona, 1-heptanol, 3-octanona, hexanoato de etila, 2-etil-1-hexanol,
limoneno, 1-H-indeno, octanoato de etila, a-trans-bergamoteno e (E,E)-a-farneseno. No entanto,

as proporcdes dos compostos 2-heptanona, 1-heptanol, 3-octanona, hexanoato de etila, 2-etil-1-
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hexanol, limoneno e octanoato de etila variaram significativamente nos dois tipos de extrato, como
pode ser observado na figura 5.17.

O 1-heptanol, composto majoritario nos extratos de aeracdo, com uma abundancia relativa
de 51 %, se apresenta nos extratos de glandulas salivares em uma proporgéo de 1,4 % da
mistura. J& o0 hexanoato de etila, o composto de maior abundancia (30 %) nos extratos de
glandulas salivares foi encontrado nos extratos de aeracdo em uma proporgdo de 6,5 % da
mistura. Os demais compostos coincidentes se apresentaram numa maior abundancia relativa nos
extratos de glandulas salivares que nos de aeragdo, com excegao do (E,E)-a-farneseno que se

encontra em proporgdes aproximadas em ambas misturas.
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Figura 5.17. Grafico apresentando as principais diferengas na constituicdo quimica dos extratos de aeragdo e de
secregOes de glandulas salivares de machos de A. obligua em chamamento (hospedeiro manga). Barras assinaladas
com asterisco representam diferengas significativas entre as médias percentuais dos componentes individuais pelo

teste t ao nivel de 5% de probabilidade.
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Foram exclusivos dos extratos de aeragao 9 compostos volateis: as cetonas 3-hexanona e
2-hexanona; os alcoois linalol e (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol; e os sesquiterpenos ©-elemeno, o-
copaeno, B-elemeno, trans-cariofileno, a-humuleno. Por outro lado, foram encontrados somente
nos extratos de glandulas salivares 12 constituintes volateis: os compostos nitrogenados 2,5-
dimetilpirazina e 3-etil-2,5-dimetilpirazina; as cetonas 2-metil-4-heptanona, 1-fenil-propanona, 3-
decanona e 2-decanona; os alcoois 1-octanol e 1-nonanol; os ésteres heptanoato de metila,
heptanoato de etila e octanoato de metila; e o aldeido hexanal.

Entre os extratos de aeragdo e os de secregdes de glandulas salivares de machos de A.
obligua em chamamento, provenientes de frutos de carambola, foram coincidentes 15 compostos:
2-heptanona, 2,5-dimetilpirazina, 2-metil-4-heptanona, 1-heptanol, 3-octanona, hexanoato de etila,
heptanoato de metila, 2-etil-1-hexanol, limoneno, 1-nonanol, 3-decanona, 2-decanona, octanoato
de etila, a-trans-bergamoteno e (E,E)-a-farneseno. Entretanto, as propor¢des dos compostos 2-
heptanona, 2,5-dimetilpirazina, 1-heptanol, hexanoato de etila, 1-nonanol variaram
significativamente entre as duas misturas de compostos avaliadas, como pode ser visto na figura
5.18.

O 1-heptanol, composto majoritario nos extratos de aeracdo, com uma abundancia relativa
de 44,5 %, de modo analogo ao ocorrido com insetos desta espécie provenientes de frutos de M.
indica, se apresentou nos extratos de glandulas salivares em uma propor¢do menor (2,9 %) na
mistura. Enquanto isso, o hexanoato de etila, composto de maior abundéancia (31 %) nos extratos
de glandulas salivares foi encontrado nos extratos de aeragcdo também em uma proporgao menor
(17,6 %) na mistura, embora a diferenga na propor¢do tenha sido menor que a observada nos
insetos do hospedeiro anterior. Os demais compostos coincidentes se apresentaram numa maior
abundancia relativa nos extratos de glandulas salivares que nos de aeragdo, com excegao do
(E,E)-a-farneseno que se encontra em proporgées aproximadas em ambas as misturas, e das
cetonas 2-metil-4-heptanona e 3-octanona, cujas médias percentuais foram maiores nos extratos
de aeracao.

Foram exclusivos dos extratos de aeragdo 7 compostos volateis: os hidrocarbonetos 1-
octeno e decano; o monoterpeno (Z)-f-ocimeno; os alcoois linalol e (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol; e os
sesquiterpenos a-copaeno, B-elemeno, acetato de geranila. Por outro lado, foram encontrados
somente nos extratos de glandulas salivares 5 constituintes volateis: o composto nitrogenado 2,6-
dimetilpirazina; o alcool 4-metil-3-heptanol; a cetona 2-octanona; e os ésteres heptanoato de etila,
e octanoato de metila.

A despeito das diferencas observadas quanto a concentragdo dos compostos coincidentes,
as similaridades encontradas entre a composi¢cdo dos extratos de aeragcdo e os de glandulas
salivares de machos de A. obliqua, tanto de hospedeiro manga (10 compostos coincidentes dos

19 identificados nos extratos de aeragdo) quanto de hospedeiro carambola (15 compostos
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coincidentes dos 23 identificados nos extratos de aeragdo) nos permitem sugerir que estas
glandulas sao provavelmente o local de sintese e armazenamento dos compostos coincidentes.
De modo analogo ao visto em C. capitata, o fato dos alcoois linalol e (E,Z)-3,6-nonadien-1-
ol; do monoterpeno (Z)-B-ocimeno; e dos sesquiterpenos acetato de geranila, trans-cariofileno e a-
copaeno; serem identificados apenas nos extratos de aeracdo de machos de A. obliqua, sugere
que estes compostos tém realmente outro sitio de sintese e estocagem no organismo dos insetos

dos géneros Ceratitis e Anastrepha, e confirma a hipotese de Nation (1990) quanto aos nonenais.
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Figura 5.18. Grafico apresentando as principais diferengas na constituicdo quimica dos extratos de aeragdo e de
secregdes de glandulas salivares de machos de A. obligua em chamamento (hospedeiro carambola). Barras
assinaladas com asterisco representam diferengas significativas entre as médias percentuais dos componentes

individuais pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade.
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Comparando a composi¢cao dos extratos de secre¢des de glandulas salivares de machos
em chamamento de A. obliqua de hospedeiro M.indica (manga) com aqueles de hospedeiro A.
carambola (carambola) foram coincidentes 17 compostos: 2-heptanona, 2,5-dimetilpirazina, 2-
metil-4-heptanona, 1-heptanol, 3-octanona, hexanoato de etila, heptanoato de metila, 2-etil-1-
hexanol, limoneno, heptanoato de etila, 1-nonanol, octanoato de metila, 3-decanona, 2-decanona,
octanoato de etila, a-trans-bergamoteno e (E,E)-a-farneseno. No entanto, as propor¢des dos
compostos 2,5-dimetilpirazina e octanoato de etila apresentaram variagdes significativas entre as

duas misturas de compostos avaliadas, como pode ser observado na figura 5.19.
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Figura 5.19. Grafico apresentando as principais diferengas na constituicdo quimica dos extratos de secregdes de
glandulas salivares de machos de A. obliqua em chamamento de hospedeiro manga e carambola. Barras
assinaladas com asterisco representam diferencas significativas entre as médias percentuais dos componentes

individuais pelo teste t ao nivel de 5% de probabilidade.

A maioria dos compostos coincidentes apresentou uma maior abundéancia relativa nos
extratos de machos provenientes de manga. Foram exce¢des o octanoato de metila, que se

encontra em proporgoes aproximadas em ambas as misturas, e a 2,5-dimetilpirazina, o 1-
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heptanol, o hexanoato de etila, o 1-nonanol, a 3-decanona, o a-trans-bergamoteno e o (E,E)-a-
farneseno, cujas médias percentuais foram maiores nos extratos de machos provenientes de
carambola.

Foram exclusivos dos extratos de glandulas salivares de machos oriundos de manga 5
compostos volateis: o 1-H-indeno, o 1-octanol, a 3-etil-2,5-dimetilpirazina, a 1-fenilpropanona e o
hexanal. Por outro lado, foram encontrados somente nos extratos de glandulas salivares de
machos oriundos de carambola 2 constituintes volateis: a 2,6-dimetilpirazina e a 2-octanona.

O pequeno numero de compostos (2) com variagdo significativa no percentual médio
observado na comparacgao entre os extratos de secregdes de glandulas salivares de machos de A.
obligua dos dois hospedeiros quando confrontado com as variagdes observadas nas comparacoes
de extratos de aeragdo e de glandulas salivares de machos de cada hospedeiro sugere uma
regularidade na composigdo de extratos de glandulas salivares nesta espécie, independente do
fruto hospedeiro.

Ao comparar a composicdo dos extratos de aeracdo e de secregdes de glandulas
salivares de machos em chamamento de A. obliqua com a de extratos de aeracdo de seu fruto
hospedeiro (carambola), no estagio de maturagao preferido pelas fémeas para oviposi¢ao (verde),
foram coincidentes 8 compostos: 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 (Z)-p-ocimeno. Embora as
proporgoes relativas de alguns compostos similares nestes extratos tenham apresentado visiveis
variagdes, como pode ser observado na figura 5.20.

A grande similaridade entre os extratos de secregbes de glandulas salivares de machos de
A. obliqua e aqueles de seu fruto hospedeiro, a carambola, no estagio de maturagao preferido por
fémeas da espécie para oviposicado, o verde (8 compostos dos 15 identificados para o fruto),
sugere que, diferindo do ocorrido com C. capitata, estes constituintes quimicos poderiam exercer
forte influéncia na preferéncia das fémeas por este estagio de maturagio. Esta hipotese esta de
acordo com a teoria de Landolt e Phillips (1997) do sequestro de compostos quimicos por larvas
de insetos para subseqliente uso na comunicagao sexual dos adultos. Assim, tais constituintes
quimicos seriam adquiridos por machos dessa espécie ainda nos primeiros instares larvais e
posteriormente liberados como feroménio sexual. A fémea, ao demonstrar preferéncia pelos frutos

que conteriam estes compostos quimicos, estaria contribuindo para o sucesso da sua prole.
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Figura 5.20. Grafico apresentando as principais diferengas nas proporgdes relativas dos compostos similares nos
extratos de aeragao e de secregdes de glandulas salivares de machos de A. obliqua em chamamento e naqueles de

aeracgdo de seu hospedeiro A. carambola (carambola) no estagio de maturagdo verde ou imaturo.

5.5. RESPOSTA DE FEMEAS VIRGENS AOS EXTRATOS DE AERACAO E DE
GLANDULAS SALIVARES DE MACHOS EM CHAMAMENTO

As fémeas virgens de A. obliqua demonstraram uma atragdo a curta disténcia para os
extratos de glandulas salivares de machos da mesma espécie em chamamento significativamente
semelhante a dos extratos de aeracao destes machos. O maior nimero de observacdes de
aproximacgodes e toques na fonte de odor ocorreu em extratos de glandulas salivares, em média
13,6 vezes, contra 12,8 vezes em extratos de aeragdo e 3,5 vezes no solvente (controle).
Entretanto, as médias dos extratos de glandulas salivares e de aeragdo nao diferiram
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de probabilidade de 5 %, como pode ser observado
na figura 5.21. Estes resultados sugerem que entre os compostos identificados nos extratos de
glandulas salivares de machos podem haver constituintes quimicos responsaveis pela atracao
sexual na espécie A. obliqua, como demonstrado por Nation (1989) para A. suspensa e sugerido
por Lima et al. (2001) para A. fraterculus. Estes ultimos, demonstraram que essas glandulas nao

s6 atrairam fémeas virgens a curta distancia como tiveram um efeito arrestante para estas.
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Figura 5.21. Média do numero de vezes que fémeas virgens de A. obliqua foram observadas se aproximando
ou tocando nas fontes de odor (extratos de aeragdo e de glandulas salivares de machos da mesma espécie
em chamamento e solvente). Médias acompanhadas da mesma letra n&o diferiram significativamente pelo

testes de Tukey ao nivel de probabilidade de 5%. Médias acompanhadas de letras distintas diferiram entre si.
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o) CONCLUSOES

A idade de maior ocorréncia das atividades de chamamento, cépula e oviposicdo em C.

capitata foi aos 11 dias de vida adulta;

Os horarios de pico das atividades de chamamento, cépula e oviposicdo em C. capitata
foram respectivamente: 6:00 — 9:00, 10:00 — 12:00 e 14:00 — 16:00 h.;

A idade de maior ocorréncia das atividades de chamamento e c6pula em A. obliqua foi aos

15 dias de vida adulta, enquanto para oviposicéo foi aos 17 dias;

Os horarios de pico das atividades de chamamento, cépula e oviposicdo em A. obliqua
foram respectivamente: 5:00 — 9:00, 7:00 — 10:00 e 9:00 — 11:00 h.;

Os estagios de maturagao do fruto hospedeiro A. carambola preferidos por fémeas de A.

obliqua e C. capitata para oviposi¢ao foram, respectivamente, verde e maduro;

Na composicao quimica dos extratos de aeracao de frutos de carambola nos estagios de
maturacdo verde e maduro foram observadas significativas diferengas. Enquanto os frutos
maduros possuem quase exclusivamente ésteres saturados e insaturados, principalmente
metilicos e etilicos, e apenas uma cetona, a 2-heptanona; nos frutos verdes, embora o
numero de compostos identificados tenha sido menor, ha um equilibrio numérico entre
ésteres e cetonas, e foram encontrados também um alcool, o 2-etil-1-hexanol; dois
monoterpenos, o limoneno e o (Z)--Ocimeno; um hidrocarboneto, o undecano; e um

sesquiterpeno, o germacreno;
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Entre os extratos de aeracdo e de glandulas salivares de machos de C. capitata foram
coincidentes 12 componentes: os relatados para A. obligua de hospedeiro manga,
excluindo 1-heptanol e octanoato de etila, e acrescentando 2,5-dimetilpirazina, heptanoato

de metila, heptanoato de etila e octanoato de metila;

A composig¢ao quimica dos extratos de aeracao e de glandulas salivares de machos de A.
obliqgua de hospedeiro manga coincidiu em 10 componentes: 2-heptanona, 1-heptanol, 3-
octanona, hexanoato de etila, 2-etil-1-hexanol, limoneno, 1-H-indeno, octanoato de etila, o-

trans-bergamoteno e (E,E)-a-farneseno;

Entre os extratos de aeragdo e de glandulas salivares de machos de A. obliqua de
hospedeiro carambola foram coincidentes 15 componentes: os relatados para os de
hospedeiro manga, excluindo 1-H-indeno, e acrescentando 2,5-dimetilpirazina, 2-metil-4-

heptanona, heptanoato de metila, 1-nonanol, 3-decanona e 2-decanona;

As similaridades encontradas na composigdo dos extratos de aeragdo e de glandulas
salivares de machos de C. capitata e A. obliqua sugerem que estas glandulas sao

provavelmente o local de sintese e armazenamento dos compostos coincidentes;

A composigcao quimica dos extratos de aeracao e/ou de glandulas salivares de machos de
C. capitata em chamamento apresentou 20 compostos inéditos para a espécie: 1-heptanol,
2-heptanona, acetato de 2-feniletila, 2,5-dimetilpirazina, 2,6-dimetilpirazina, 2-metil-4-
heptanona, 3-octanona, hexanoato de etila, 1-nonanol, heptanoato de metila, 2-etil-1-
hexanol, limoneno, 1-H-indeno, heptanoato de etila, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, octanoato de
metila, octanoato de etila, trans-cariofileno, a-copaeno e a-trans-bergamoteno; além de 6
constituintes quimicos ja relatados para a espécie: 3-octenoato de etila, acetato de

geranila, indol, linalol, (Z)-B-ocimeno e (E,E)-a-farneseno;

A composigado quimica dos extratos de aeracdo e/ou de glandulas salivares de machos de
A. obligua em chamamento apresentou 37 compostos inéditos para a espécie: 3-
hexanona, 2-hexanona, 1-octeno, 2-heptanona, 2,5-dimetilpirazina, 2,6-dimetilpirazina, 2-
metil-4-heptanona, 4-metil-3-heptanol, 1-heptanol, 3-octanona, 2-octanona, hexanoato de
etila, decano, heptanoato de metila, 2-etil-1-hexanol, limoneno, 1-H-indeno, (Z)-B-ocimeno,
1-octanol, 3-etil-2,5-dimetilpirazina, heptanoato de etila, linalol, (E,Z)-3,6-nonadien-1-ol, 1-
nonanol, octanoato de metila, 1-fenilpropanona, 3-decanona, 2-decanona, octanoato de

etila, hexanal, B-elemeno, d-elemeno, acetato de geranila, trans-cariofileno, a-copaeno, a-
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trans-bergamoteno e a-humuleno; além de um constituinte ja relatado para a espécie:

(E,E)-a-farneseno;

A composigdo quimica dos extratos de machos de A. obliqua, tanto de aeragdo quanto de
glandulas salivares, ndo apresentou as lactonas isoméricas anastrefina, epianastrefina e
suspensolideo encontradas em trés espécies do género Anastrepha: A. suspensa, A.

ludens e A. fraterculus;

Quatro constituintes quimicos: a-trans-bergamoteno, (E,E)-a-farneseno, limoneno e/ou (Z)-
B-ocimeno foram comuns entre A. obliqua e as duas espécies mais estudadas do género:
A. suspensa e A. ludens, além do 3,6-nonadien-1-ol que nas citadas espécies foi

identificado como o isébmero (Z,2);

Entre os extratos de secregdes de glandulas salivares de machos de C. capitata e aqueles
de seu fruto hospedeiro, a carambola, no estagio de maturagao preferido por fémeas da
espécie para oviposicdo, o0 maduro, foram coincidentes apenas 2 compostos dos 27
identificados para o fruto: a 2-heptanona e o octanoato de metila. O que sugere que para
esta espécie o impedimento fisico da fragilidade do ovipositor possa ter maior influéncia na
escolha do estagio de maturacdo do fruto hospedeiro que a atracdo de determinados
constituintes quimicos do fruto que porventura possam contribuir para o sucesso da sua

prole.

Entre os extratos de secre¢des de glandulas salivares de machos de A. obliqua e aqueles
de seu fruto hospedeiro, a carambola, no estagio de maturagao preferido por fémeas da
espécie para oviposicao, o verde, foram coincidentes 8 compostos dos 15 identificados
para o fruto: 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 (Z)-B-ocimeno. O que sugere que
estes constituintes quimicos poderiam ser adquiridos por esse machos ainda nos primeiros
instares larvais e que, poderiam também ser responsaveis pela atracdo das fémeas para

frutos desse estagio de maturagao;

Os extratos de glandulas salivares de machos de A. obliqua exerceram uma atracédo a
curta distancia a fémeas virgens da mesma espécie significativamente semelhante a dos
extratos de aeragdo destes machos, sugerindo que entre os compostos identificados nos
extratos de glandulas salivares poderiam haver constituintes quimicos responsaveis pela

atracao sexual;
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7 SUGESTOES PARA FUTURAS
PESQUISAS

Testar os compostos identificados na mistura de volateis liberada por machos de C.
capitata e A. obligua em chamamento e nas secregdes das glandulas salivares destes para

selecionar os que apresentam atividade como feroménio sexual;

Testar os compostos identificados na mistura de volateis emanada dos frutos hospedeiros
no estagio de maturagao preferencial para oviposicdo para selecionar os que apresentam

atividade como cairoménio.
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ANEXO N° 1

RELACAO DOS ESPECTROS DE MASSAS DOS PRINCIPAIS CONSTITUINTES QUIMICOS
IDENTIFICADOS NOS EXTRATOS DE SECRECOES DE GLANDULAS SALIVARES E DE

AERACAO DE MACHOS DE C. capitata E A. obligua EM CHAMAMENTO

ESPECTRO NOME DO COMPOSTO TECNICA EMPREGADA NA EXTRACAO

CETONAS

A1 3-Hexanona Aeracao

A2 2-Hexanona Aeracao

A3 2-Heptanona Aeracdo/extracao de glandulas salivares

A4 2-Metil-4-heptanona Aeracgao/extragéo de glandulas salivares

A5 3-Octanona Aeragao/extracado de glandulas salivares
ALcooIs

B1 1-Heptanol Aeracao/extracao de glandulas salivares

B2 2-Etil-1-hexanol Aeracao/extragao de glandulas salivares

B3 (E,Z)-3,6-Nonadienol Aeracao
ESTERES

C1 Hexanoato de etila Aeracgao/extragcéo de glandulas salivares

Cc2 Heptanoato de metila Aeragao/extragéo de glandulas salivares

C3 Heptanoato de etila Aeragao/extragéo de glandulas salivares

C4 Octanoato de metila Aeracao/extragao de glandulas salivares

C5 Octanoato de etila Aeracao/extragao de glandulas salivares
HIDROCARBONETOS AROMATICOS

D1 1H-Indeno Aeracgao/extragcédo de glandulas salivares
MONOTERPENOIDES

E1 Limoneno Aeragao/extracédo de glandulas salivares

E2 (Z)-B-Ocimeno Aeragao

E3 Linalol Aeragao
SESQUITERPENOIDES

F1 Acetato de geranila Aeracao

F2 a-Copaeno Aeragao

F3 trans-Cariofileno Aeracéo

F4 a-Humuleno Aeracao

F5 a-trans-Bergamoteno Aeragao/extragéo de glandulas salivares

F6 (E,E)-a-Farneseno Aeracao/extracdo de glandulas salivares
COMPOSTOS NITROGENADOS

G1 2,5-Dimetilpirazina Aeracgao/extracao de glandulas salivares

G2 3-Etil-2,5-dimetilpirazina Extrac&o de glandulas salivares

G3 Indol Aeracao




ANEXO N° 2

ESPECTROS DE MASSAS DOS PRINCIPAIS CONSTITUINTES QUIMICOS IDENTIFICADOS
NOS EXTRATOS DE SECRECOES DE GLANDULAS SALIVARES E DE AERACAO DE

MACHOS DE C. capitata E A. obligua EM CHAMAMENTO
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