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PERCEPCAO QUIMICA DE Grapholita molesta (BUSCK, 1916)
(LEPIDOPTERA: TORTRICIDAE) AO FEROMONIO SEXUAL E A VOLATEIS
DE PLANTAS HOSPEDEIRAS'
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Orientador: Josué Sant’/Ana
Co-orientadora: Luiza Rodrigues Redaelli

RESUMO

A mariposa-oriental, Grapholita molesta (Lep.: Tortricidae), se destaca
como uma das principais pragas das culturas de rosaceas no Brasil. Durante a
alimentagdo, as lagartas fazem galerias em brotos, ramos e frutos, prejudicando a
producédo comercial destes. Este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia
de volateis de plantas hospedeiras e de fatores fisiologicos dos insetos na
percepcao quimica e no comportamento quimiotaxico da espécie, visando a
otimizacdo do monitoramento e do controle comportamental da praga. Foram
avaliadas as respostas eletroantenograficas (EAG) e quimiotaxicas (olfatometria)
de machos ao feroménio sexual sintético em diferentes idades, virgens e nao
virgens, e alimentados ou em jejum. No estudo da interacdo dos insetos com os
volateis de planta, foram elaborados extratos de broto, fruto verde e fruto maduro
de macieira (Malus domestica, var. Gala) e pessegueiro (Prunus persicae, var.
Chiripa), utilizados como estimulo sobre ambos os sexos, alimentados ou nao,
em EAG. O comportamento quimiotaxico em resposta ao extrato de broto de
pessegueiro (EBP) foi observado em fémeas e machos virgens e fémeas nao
virgens. O efeito da interacdo entre o feromdnio e os volateis de planta
hospedeira foi avaliado em machos. As respostas eletroantenograficas, em
machos, néo diferiram significativamente para os todos os fatores avaliados. No
entanto, o comportamento quimiotdxico dos machos parece diminuir com o
avancgo da idade, sem variar em funcao do status de copula ou da alimentagéo. A
percepcao eletrofisiolégica de machos e fémeas aos volateis de planta n&o variou
com a condicdo alimentar. Para ambos os sexos, o extrato de broto de
pessegueiro foi 0 que gerou as maiores respostas eletrofisioldégicas. O
comportamento quimiotaxico ao EBP tende a ser maior em fémeas néo virgens.
Na percepcao eletrofisiologica houve efeito aditivo entre o atraente sexual e o
EBP em antenas de machos. No entanto, os resultados comportamentais nao
corroboraram o observado em eletroantenografia. O conhecimento da
interferéncia destes fatores em G. molesta, podera auxiliar na interpretacao dos
resultados provenientes do campo, possibilitando maior adequagcdo e
confiabilidade na utilizacdo do controle comportamental com o uso de
infoquimicos.

'Dissertagdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (65p.) Marco, 2008.
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CHEMICAL PERCEPTION OF Grapholita molesta (BUSCK, 1916)
(LEPIDOPTERA, TORTRICIDAE) TO SEXUAL PHEROMONE AND HOST
PLANT VOLATILES'
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ABSTRACT

The oriental fruit moth, Grapholita molesta (Lep.: Tortricidae), stands out as
one of the most important pest in Rosaceae orchards in Brazil. During feeding,
caterpillars bore into shoots, branches and fruits, impairing the commercial
production. This work aimed to study the influence of the host plant volatiles and
physiological factors in the chemical perception and in the species chemotactic
behavior, seeking to optimize monitoring and the behavioral control of this pest.
Were evaluated male electroantennographical (EAG) and chemotactical
(olfactometry) responses to the synthetic sexual pheromone in different ages,
virgins or mated and fed or unfed. In the study of insect interaction with plant
volatiles, were elaborated extracts of shoots and of ripe and unripe fruits of apple
trees (Malus domestica, Gala cv.) and peach trees (Prunus persicae, Chiripa cv.),
employed as stimuli upon both sexes, fed or not, in EAG. The chemotactical
behavior in response to the peach tree shoots (PSE) extract was observed in
virgins females and males, and mated females. The effect of interaction between
pheromone and the host plant volatiles was evaluated for males. The
electroantennographical responses of males did not differed significantly for all
physiological evaluated factors. Nevertheless, the chemotactical behavior of
males seems to decrease with ageing, not varying as a function of mating or
feeding conditions. The electrophysiological perception of males and females to
the plant volatiles did not varied with feeding status. For both sexes, peach tree
shoot extract was the one that elicited the stronger electrophysiological
responses. The chemotactical behavior to PS shows a tendency to be higher in
mated females. In the electrophysiological perception, was noticed an additive
effect between the sexual attractant and the PSE in males antennae. However,
the  behavioral results did not corroborate those obtained by
electroantennography. The knowledge about the interference of these factors in
G. molesta, may help to interpret the field results, allowing a better adequation
and reliability of infochemicals in the behavioral control.

'Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (65p.)
March, 2008.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas vem crescendo na sociedade, nos meios cientificos e
politicos, a preocupacao com os rumos do desenvolvimento, ganhando forca a
nocao do desenvolvimento sustentavel. Esta idéia adquire grande importancia
quando relacionada a agricultura, pois é da associacdo entre a producao de
alimentos, a preservacao dos recursos naturais e do bem estar social que
depende grande parte do futuro da humanidade. Sendo assim, para que se possa
estabelecer um novo modelo de desenvolvimento agricola, € necessario fazer
uma reavaliacdo a respeito das estratégias convencionais até hoje empregadas,
em contraste a nova visdo de agricultura direcionada ao estabelecimento de uma
producdo agricola sustentavel. Um exemplo efetivo da “insustentabilidade” dos
agroecossistemas esta diretamente relacionado ao controle de insetos fitofagos.

A mariposa-oriental, Grapholita molesta (Busck, 1916) (Lepidoptera:
Tortricidae), € uma das principais pragas das culturas da macieira e do
pessegueiro no Brasil. O controle deste inseto tem sido realizado, principalmente,
através do emprego de inseticidas sintéticos, com énfase nos fosforados, o que
resulta em riscos sobre a saude dos aplicadores, e na possibilidade de retencao
de residuos téxicos nos frutos e no ambiente.

Na agricultura atual, € fundamental o desenvolvimento de taticas que
aprimorem ndo somente o monitoramento, mas o controle de pragas, através do

emprego de metodos que eliminem ou reduzam o uso de agrotoxicos,
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adequando-se, desta forma, as exigéncias estabelecidas pelas normas da
Producéao Integrada.

A utilizacdo dos feroménios sexuais sintéticos como uma ferramenta para
monitoramento e controle, por meio da técnica de confusdo sexual de populacdes
da mariposa-oriental, ja € uma pratica adotada em diversos pomares brasileiros.

Para que o uso de ferombnios seja aprimorado e ampliado, séo
necessarios estudos que busquem maior compreensao a respeito da biodinamica
destes atraentes e de possiveis efeitos aditivos ou sinérgicos com volateis de
plantas. Trabalhos desta natureza podem elucidar as influéncias das
caracteristicas fisioldégicas do inseto, bem como, de fatores fenolégicos da planta
hospedeira, na ocorréncia, distribuicdo e flutuagcdo populacional da mariposa-
oriental. O conhecimento da interferéncia destes fatores podera auxiliar na
interpretacdo dos resultados provenientes do campo, possibilitando maior
adequacao e confiabilidade na utilizagdo do controle comportamental com o uso
de infoquimicos, colaborando, em ultima analise, na viabilizag&o e no uso racional
desta ferramenta em agroecossistemas.

Neste contexto, esta dissertagdo teve como objetivo estudar a influéncia da
idade, do status de cépula e da condigdo alimentar, bem como, da atividade de
volateis da planta hospedeira, na percepcao quimica de G. molesta, no sentido de
aprimorar 0s conhecimentos a respeito da biodindmica de feromoénios e

cairomOnios nesta espécie.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Culturas de pessegueiro e macieira

A fruticultura vem assumindo uma importancia cada vez maior no Rio
Grande do Sul, estando presente em todas as regides do estado. As diferentes
condicdes climaticas e de solos permitem a instalacdo de uma ampla diversidade
de espécies, de modo que se torna possivel cultivar tanto as frutas de clima
temperado, como as tropicais (Emater, 2004). Dentre as espécies cultivadas, as
da familia Rosaceae, tais como o pessegueiro e a macieira, merecem destaque
tanto pela produgao de frutos para consumo in natura, quanto para exportacao.

Em relagdo ao comércio das frutas de carogo, o pessegueiro € a cultura de
maior expressdao mundial (Biasi et al., 2004). O Brasil destaca-se na produgéo
comercial de péssegos, tendo alcangado a marca de mais de 199 mil toneladas
colhidas na safra de 2006, em uma area de cultivo distribuida em 22.453 hectares
(Sidra, 2008). O abastecimento nacional provém de cinco polos de producao: Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Minas Gerais (Mandail,
1998; Embrapa, 2005).

O Rio Grande do Sul é o principal produtor de péssegos, representando
43,51% do volume nacional, concentrado numa area de 14.706 hectares, sendo
grande parte desta producdo destinada para o consumo in natura. No estado
existem trés regides de producdo: regido da metade sul, que compreende 29

municipios e concentra mais de 90% da produgdo, a qual destina-se ao
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processamento industrial; regido da grande Porto Alegre, composta por nove
municipios, que produz parte da oferta de péssegos para consumo in natura; e a
regido da serra gaucha, com 32 municipios fornecedores dos frutos de mesa
(Embrapa, 2003; Sidra, 2008).

Na regido da serra do Rio Grande do Sul, nos municipios como Bento
Gongalves, Caxias do Sul, Farroupilha, Flores da Cunha e Veranépolis, o
pessegueiro € cultivado em areas de, em média, dois hectares, por agricultores
que utilizam mao-de-obra familiar e que tém na cultura, grande parte da renda
anual da propriedade (Embrapa, 2003).

Alguns cultivares de pessegueiro apresentam um melhor potencial de
adaptacao as condicdes da serra, destacando-se Chiripa, Chimarrita e Marli, nos
quais a maior parte da producéao se estabelece (Embrapa, 2003).

No cultivo de macieiras, o Brasil possui uma area de 36.107 hectares, que
resultou numa producéo de 863.019 toneladas na safra de 2006 (Sidra, 2008). A
maca € a fruta de clima temperado mais importante comercializada in natura,
tanto no contexto internacional quanto no brasileiro (Mello, 2004).

A producao brasileira de magad esta concentrada na regido sul, que foi
responsavel por 99,56% do total da safra de 2006 (Sidra, 2008). No Rio Grande
do Sul, a area de cultivo abrange 15.260 hectares (Sidra, 2008), e os municipios
de maior producéao, na safra 2006/2007, foram Vacaria (215 mil t), Caxias do Sul
(54 mil t) e Bom Jesus (42 mil t) (Agapomi, 2007). Os cultivares de maior
importancia econdmica nestas regides sao: Gala, Fuji e Golden Delicious. A
cultivar Gala é a primeira a ser colhida, em fevereiro, e representou na safra
gaucha de 2006/2007 60,9% da producao total; a Fuji, cuja colheita se da em

abril, participou com 32,91% e a Golden Delicious, colhida em margo, representou
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0,46%, sendo os 5,73% restantes compostos por outros cultivares (Mello, 2004;
Agapomi, 2007).

Alguns fatores restringem a expansao da producado dos frutos, dentre
estes, o fato de serem frutas altamente pereciveis, com pouca possibilidade de
conservagao apdés a maturacdo, e dependentes de uma eficiente estrutura de
armazenamento. Para o aumento da produtividade, ainda € necessario a
utilizacdo de métodos mais econémicos e racionais de produgéo, sobretudo os
que dizem respeito a poda e condugdo das plantas. Com o melhoramento
genético ja foram obtidas diversas variedades produtivas e de grande aceitacao
no mercado. No entanto, ainda é necessaria a utilizacdo de agrotéxicos para
combater insetos e patégenos, aumentando o custo de producdo e os danos
ambientais (Biasi et al., 2004).

As culturas da macieira e do pessegueiro estdo sujeitas ao ataque de
diversos insetos-praga, dentre os quais, se destaca a mariposa-oriental ou broca-

dos-ponteiros, Grapholita molesta (Salles, 2001).

2.2 Grapholita molesta (Lepidoptera: Tortricidae)

2.2.1 Distribuicao geografica

A espécie G. molesta tem como centro de origem o continente asiatico
(Gonzalez, 1989), sendo, em 1900, ja considerada importante praga no Japao e
Australia (Reichart & Bondor, 1972) e, em 1913, registrada nos Estados Unidos
da América (Rice et al.,, 1982). Na regidao do Mediterraneo, foi constatada em
1920, alcancando a Austria em 1951, a lugoslavia em 1952 e a Hungria em 1966
(Besson & Joly, 1976). Atualmente, a mariposa-oriental é praga de importancia

primaria em toda a Europa, principalmente nos paises ao sul. No Brasil, foi



registrada primeiramente no Rio Grande do Sul, em 1929 (Silva et al., 1962), de
onde se expandiu para os demais estados.

Hoje, a mariposa-oriental é considerada uma praga cosmopolita, presente
em diversas regides agricolas do mundo, onde se cultivam espécies frutiferas da
familia Rosaceae, seus principais hospedeiros (Salles, 2001). No Brasil, ocorre
principalmente no centro-sul do pais, regido produtora de péssego (Salles, 1998)

e maca (Mello, 2004).

2.2.2 Aspectos morfologicos e bioldgicos

Os adultos de G. molesta, cujos habitos sao crepusculares, possuem cerca
de 12 mm de envergadura, coloragdo pardo-escuro-acizentada, com algumas
estrias de cor branca (Monteiro & Hickel, 2004) (Figura 1 D). A longevidade média
das fémeas é de 16,18 dias, enquanto, a de machos, é de 14,08 dias (Alfonso &
Marin, 2004). Os ovos sao diminutos, com cerca de 0,7 mm de didmetro (Figura 1
A) e colocados isoladamente sobre a planta. Possuem formato de discos,
ligeiramente convexos e esbranquicados, dificultando, deste modo, sua
visualizagdo (Monteiro & Hickel, 2004). A postura € feita, preferencialmente, na
face inferior das folhas novas, nas brotagbes e nos frutos, com um periodo de
incubacédo que varia de 2 a 6 dias (Grellmann, 1991).

As lagartas recém-eclodidas sao branco-acinzentadas com cabeca preta
até os trés primeiros instares, tornando-se branco-rosadas nos dois ultimos,
quando atingem de 12 a 14 mm de comprimento (Figura 1 B). As pupas ficam
envoltas em casulos de seda e, geralmente, permanecem em fendas das cascas
dos troncos e ramos, no pedunculo dos frutos ou em detritos do solo, sob a copa

da planta. Apresentam coloragdo amarelo-acastanhada e medem
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aproximadamente 6 mm de comprimento (Salles, 2001; Monteiro & Hickel, 2004)

(Figura 1 C).

FIGURA 1. Estagios de desenvolvimento de Grapholita molesta: A) ovos na
superficie da gaiola de criacao, B) lagarta, C) crisalida e D) adulto.
Escala igual a um milimetro.

O periodo larval, em laboratério, tem a duracao de 11 a 36 dias e a fase de
pupa, normalmente, de 6 a 14, resultando num ciclo de vida de 19 a 56 dias
(Grellmann, 1991). Arioli (2007) afirma que, em dieta artificial, 0 desenvolvimento
de uma geragao (ovo-pupa) leva 39,22 dias, ocorrendo aproximadamente, 10,7
geragdes/ano. A duragdo de cada estagio depende basicamente da temperatura,
havendo assim, uma relacdo inversa entre esta e o numero de dias para
completar o ciclo de vida. Em condi¢des desfavoraveis de fotoperiodo, G. molesta
pode entrar em diapausa (Poltronieri et al., 2008).

O desenvolvimento da mariposa-oriental é paralisado com temperaturas
abaixo de 9°C, sendo esta, sua temperatura base (Grellmann, 1991).

A atividade dos adultos também é dependente da temperatura, sendo

necessario, no minimo, 16°C para que ocorra o comportamento de véo. No Rio
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Grande do Sul, a atividade de voo inicia em meados de setembro e ocorre até o

final de abril, podendo haver sete geracdes anuais (Salles, 2001).

2.2.3 Comportamento alimentar e danos

Os danos de G. molesta sdo decorrentes do habito alimentar da fase
larval, que consome os brotos, ramos e frutos (Salles, 2001).

A lagarta perfura os brotos novos e pouco lignificados, ou o peciolo da
folha, migrando para os ramos principais, onde constréi galerias, através do
consumo da parte interna do ramo, provocando murchamento e deformacgdes
(Grellmann et al., 1992). Ocorre ainda o secamento do ponteiro e exsudacao de
goma resinosa, pelo orificio de entrada da lagarta, caracterizando o dano
(Lorenzato, 1988). Para as plantas jovens, durante a primeira e a segunda
brotacao, estes danos tornam-se ainda mais relevantes, por provocarem perda na
dominancia apical do ramo, devido a emissdo de brotacdes laterais, o que
prejudica a arquitetura da planta (Monteiro & Hickel, 2004).

Nos frutos, as lagartas penetram principalmente na area da base, proximo
a cavidade peduncular, formando uma galeria em dire¢do ao centro, em torno do
caroco (Embrapa, 2005). No entanto, a infestacdo pode ocorrer inicialmente em
outras partes do fruto, conforme foi evidenciado por Rosenthal & Loeck (1994), os
quais registraram em frutos de péssego caidos no solo, 18% com o ataque de
lagartas de G. molesta no pedicelo e apenas 4% na epiderme do fruto. J& nos
frutos colhidos diretamente da planta, o ataque foi na mesma proporcao (14%),
em ambas as partes. Normalmente, observa-se uma s6 lagarta por fruto, mas
eventualmente podem ocorrer duas. A galeria resultante da alimentacédo destas,
contém excrementos envoltos em fios de seda e aderidos a uma goma de resina

(Embrapa, 2005). Devido aos danos provocados, os frutos ficam murchos e caem
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prematuramente, tornando-se inviaveis para a comercializacdo (Monteiro &
Hickel, 2004).

De acordo com Salles (1998) as lagartas de G. molesta atacam péssegos
verdes ou em vias de maturagdo, mas ndo maduros. Souza et al. (2000) em
estudo realizado em Caldas, Minas Gerais, observaram que os danos em ramos e
frutos de pessegueiro ocorrem em épocas distintas, ligados ao estadio fenolégico
da planta mais propicio para o desenvolvimento do inseto. Estes periodos
correspondem a fase de brotagdo dos ramos e inicio da maturagéo dos frutos. Os
autores observaram ainda, variacdo na intensidade de ataque para ambos os
locais alvos da espécie, sendo os frutos mais atingidos que os ramos, com 21,6 €
19,4% de ataque, respectivamente. A suscetibilidade ao ataque de pragas
também pode variar entre os cultivares. Segundo Afonso (2001), Chimarrita € um
dos cultivares de péssego de mesa mais atacados por G. molesta.

Na macieira, a lagarta ataca os brotos e broqueia os frutos causando
deformagbes e maturagao irregular (Gallo et al., 2002). A estes danos ainda
somam-se aqueles provocados por fungos e outros insetos que se instalam nas
lesbes produzidas pela praga. O dano, quando presente, indica que a populagéo
ja estd estabelecida, sendo esta de dificil controle, visto que as lagartas

encontram-se protegidas dentro dos brotos, ramos e frutos (Souza et al., 2000).

2.2.4 Comportamento reprodutivo e comunicacao quimica

O comporamento reprodutivo de G. molesta envolve um complexo de
sinais e respostas correspondentes, sendo este um didlogo quimico entre o
chamado da fémea e a resposta do macho.

A corte inicia-se quando a fémea receptiva ao acasalamento atrai o macho

atraveés da liberagdo de feroménio (Z- e E-8-acetato de dodecenila), que induz a
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uma resposta comportamental deste. Esta resposta € caracterizada, inicialmente,
por vibragdes continuas das asas, curvatura do abdome para cima e para baixo e
curtos saltos ou voos (Dustan, 1964). Inclui ainda, a exibicao de tufos de pélos
presentes no final do abdome do macho. Estes pélos tém um papel importante no
aceite para copula, pois estimulam quimica e visualmente a fémea a uma
distancia de 1 a 2 cm (Baker & Cardé, 1979).

Algumas tentativas, por um ou mais machos, sdo geralmente necessarias
antes da coépula. Normalmente, ocorre a transferéncia de apenas um
espermatéforo por cépula. Deste modo, quando examinada a bursa copulatrix,
tem-se uma avaliagdo do numero de vezes que ocorreu acasalamento. O sucesso
reprodutivo € geralmente verificado em maior niUmero nas mariposas que mantém
um tempo de cépula mais longo, podendo este variar de um a 29,3 minutos. A
maioria dos acasalamentos se da no periodo entre o final da fotofase e o inicio da
escotofase. Assim, de modo geral, o periodo de acasalamento coincide com o véo
diario e o periodo de deposicdo dos ovos. Mesmo nas primeiras horas apds a
emergéncia, machos e fémeas podem acasalar com sucesso. Durante a primeira
semana de vida, copulam, em média, uma vez por dia, sendo as fémeas virgens

preferidas para cépula (Dustan, 1964).

2.2.5 Monitoramento e controle

Nas técnicas de monitoramento e controle € comum o uso de infoquimicos,
0s quais sao definidos como substancias quimicas que mediam a interacao entre
individuos, provocando no receptor um comportamento ou uma resposta
fisioldgica. Estas substancias podem ter agéo intra (feroménios) ou interespecifica
(aleloquimicos), sendo de vital importdncia na reprodugcdo da maioria das

espécies de insetos (Dicke & Sabelis, 1988).
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O ferombnio sexual sintético € a principal ferramenta utilizada por
produtores para o monitoramento de adultos de G. molesta no campo. A
especificidade dos compostos feromonais se da, principalmente, devido as
diferencas estruturais e/ou das proporgdes destes (Corréa & Sant’Ana, 2007).
Grapholita molesta tem como principais componentes de sua mistura feromonal
as substancias Z- e E-8-acetato de dodecenila, numa propor¢do aproximada de
12:1, respectivamente ( Linn et al., 1991).

Para o monitoramento da mariposa-oriental, a armadilha € mantida no
pomar do inicio da brotagdo até a colheita, instalada a uma altura de 1,7 m do
nivel do solo, em local livre de ramos que possam interferir na captura dos
insetos. O controle da praga é direcionado aos periodos de véo, estabelecendo-
se, como nivel de controle, a captura de 20 machos/armadilha/ semana
(Embrapa, 2003).

Apb6s 0 monitoramento, sdo efetuados métodos de controle para a praga,
dentre estes, o controle quimico. No Brasil, estdo registrados para o controle da
G. molesta, junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
inseticidas com o0s seguintes ingredientes ativos: alcool laurilico, parationa-
metilica, deltametrina, fosmete, fentiona, malationa, fenitrotiona e triclorfom
(Agrofit, 2008). O controle com inseticidas também pode ser integrado a
armadilha contendo feromoénio sexual (Pitfall), onde os machos sao atraidos e
mortos.

A técnica de confuséo sexual, é outra alternativa no controle de G. molesta
e consiste na liberacdo de uma grande quantidade de feroménio sexual no pomar,
o que dificulta a orientagdo do macho na busca de parceiras para o
acasalamento. Ndo se conhece exatamente como a orientacdo do inseto é

comprometida nesta técnica. No entanto, sabe-se que os érgaos receptores dos



12
machos tornam-se muitas vezes insensiveis quando expostos a altas dosagens
do feroménio sintético. Esta insensibilidade, deve-se a saturacdo dos receptores
nervosos olfativos que podem entrar em um processo de adaptacdo ou
habituacdo, ndo mais percebendo o estimulo. Entre os machos, existe uma
competicdo pelos pontos de liberagdo do composto e uma desorientagdo na linha
de v6o, devido ao numero excessivo de trilhas feromonais no campo, impedindo o
encontro com as fémeas e, consequentemente, reduzindo ou impedindo o
desenvolvimento de novas geragdes da praga no campo (Cardé & Minks, 1995).

Alguns estudos ja demonstram a eficacia desta metodologia no controle de
tortricideos, em diferentes culturas. Em pomares de pessegueiro, no municipio de
Pelotas, RS, Salles & Marini (1989) testaram o uso da confusdo sexual como
medida de controle de G. molesta, e observaram que houve uma reducdo
significativa da populacdo e dos danos nos ponteiros e frutos. Kovanci et al.
(2005) constataram, com esta técnica, em pomares de macieira, a redugao
populacional desta mesma espécie. Arioli (2007) observou que a aplicacao de
1kg/ha, das formulagbes SPLAT Grafo® e SPLAT Cida Grafo®, nas cultivares
Gala e Fugi, promoveram reducao significativa de machos da mariposa oriental

em armadilhas de monitoramento, quando comparados as areas sem aplicacao.

2.3 Fatores envolvidos na percepcao olfativa

Para alcancar sucesso no método de monitoramento e controle
comportamental, € necessario 0 conhecimento ndo s6 da efetividade de
substancias atrativas, mas também das caracteristicas fisiolégicas do inseto alvo

que estao envolvidas no processo de emissao e percepg¢ao do odor (Bento, 2001).
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A idade, o status de cépula e a condi¢do alimentar dos insetos sao fatores
que podem estar relacionados a percepcao quimica e ao comportamento de voo
de machos (Lima & Della Lucia, 2001)

Alguns estudos vém sendo realizados visando o esclarecimento dos
mecanismos neurolégicos e hormonais envolvidos na percepgdao ao feroménio
sexual. Hansson (1995) relata que a percepgéao feromonal em machos ocorre no
deutocérebro, em uma regido do lobo antenal (LA) denominada complexo
macroglomerular, e pode ser influenciada pela presenca do hormdnio juvenil (HJ)
(Gadenne et al., 1993; Christensen, 1997; Anton & Gadenne, 1999). Como a
quantidade de horménio juvenil varia ao longo da vida do inseto adulto, pode
haver uma relacéao entre a idade do inseto e a sua capacidade perceptiva.

Machos de lepiddpteros, em estudos de campo, geralmente exibem niveis
crescentes de resposta durante os primeiros dias apés a emergéncia, havendo
um decréscimo desta, em insetos mais velhos (Téth, 1979; Szocs & Toth, 1979;
Tomescu at al., 1981, Turgeon et al., 1983; Werner, 1977; Proshold, 1991;
Gadenne & Anton, 2000). No entanto, em algumas espécies, a percepgao
eletrofisiolégica de machos ao feroménio pode nao diferir ao longo da vida
(Roelofs & Comeau,1971).

A condicdo de acasalamento dos machos de lepidépteros parece nao
interferir na sua percepcdo antenal ao ferombnio sexual e mesmo no seu
comportamento de vb6o em laboratério (Pearson & Schal,1999; Gadenne et al.,
2001).

A mesma tendéncia foi observada para algumas espécies de tortricideos e
crambideos em trabalhos de campo (Evenden & Gries, 2006; Reardon &
Sappington, 2007). Contudo, foi observado por Henneberry & Clayton (1984) um

maior numero de machos néo virgens de Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera:
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Noctuidae), em armadilhas de feroménio. No entanto, segundo os autores, esta
captura diferenciada deve ser examinada com cautela, visto que, este resultado
pode estar mais relacionado a flutuacao populacional da praga no campo e nao
propriamente a diferencas de percepcao relacionados ao status de cépula.

Diversos estudos com lepiddpteros mostraram que o alimento ingerido por
insetos adultos, principalmente carboidratos, interferem nos processos fisiolégicos
e comportamentais, especialmente sobre aqueles relacionados a reprodugao
(Slansky & Scriber, 1985; Panizzi & Parra, 1991; Benz, 1991; Silva, 1991; Carroll
& Quiring, 1992; Fonseca et al., 2005). Para outros autores, no entanto, a
presenca de carboidratos na dieta de fémeas e machos ndo altera parametros
biolégicos e comportamentais (Parra, 1999; Bavaresco, 2000). Em adultos de
Bonagota cranaodes Meyrick (Lep.: Tortrcidae), por exemplo, a agua é suficiente
para manutencdo da longevidade e fecundidade em niveis normais (Fonseca et
al., 2005).

Trabalhos que investiguem a influéncia da quantidade e qualidade do
alimento ingerido, nas fases jovem e/ou adulta, sobre a percepg¢do quimica em
insetos, sdo escassos (Hardee, 1970).

Neste sentido, estudos que avaliem as implicagbes da idade, status de
copula e condicdo alimentar de machos na percepc¢ao quimica ao feroménio
sexual sdo importantes para a compreensao do comportamento reprodutivo de G.
molesta (Lima & Della Lucia, 2001).

Nao somente fatores relacionados as condicbes fisiolégicas do inseto
influenciam a comunicagao intra-especifica; a planta hospedeira pode ser um
importante mediador desta interacao.

As plantas produzem diferentes classes de substancias quimicas e as

liberam através das aberturas estomatais na forma de volateis (Bernays &
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Chapman, 1994). Quando estas substancias atuam na comunicacdo inseto-
planta, beneficiando somente o receptor do sinal quimico, sdo denominadas de
cairomonios, 0s quais pertencem ao grupo dos aleloquimicos (Dicke & Sabelis,
1988). Ao longo da evolucao, grande parte dos insetos tornaram—se capazes de
identificar algumas destas substancias e, através delas, encontrar a fonte de
recursos de que necessitam (Metcalf & Metcalf, 1992)

Insetos fitéfagos utilizam as plantas como fonte de recursos para
alimentagdo, reproducdo e/ou protegcdo. Dentre estes, polifagos e mesmo
oligéfagos, como G. molesta, possuem adaptacdes quimicas relacionadas a
percepcao de estimulos sensoriais que lhes permitem explorar diferentes
alimentos e habitats. Estas adaptacdes podem estar relacionadas ao fato destes
insetos apresentarem na hemolinfa de sensilas quimioreceptoras presentes nas
antenas, maior nimero de proteinas odoriferas de ligacao (POLs), responsaveis
pela percepgédo de volateis secundarios de plantas. Além disso, essas proteinas,
por apresentarem maior flexibilidade no mecanismo de reconhecimento
molecular, nos sitios de ligagdes quimicas, tornam os individuos capazes de
identificar um maior nimero de hospedeiros (Evershed, 1986)

De modo geral, ambos os sexos sdo capazes de fazer o reconhecimento
das plantas hospedeiras, o que possibilita 0 encontro de parceiros para copula e
sitios de oviposicao, conforme o observado em Cydia pomonella Linnaeus (Lep.:
Tortricidae) (Massante-Roca et al., 2002; Ansebo, 2004).

Orgdos distintos de um mesmo hospedeiro podem liberar diferentes
volateis secundarios, e estes, podem variar de acordo com o estadio fenolégico
da planta (Horvat & Chapman, 1990).

Casado et al. (2006) coletaram volateis em galhos de macieiras (var.

Golden Smothee) durante os periodos da manha e ao anoitecer, em trés estadios
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do desenvolvimento fenolégico da planta (depois da queda das pétalas,
abrangendo o periodo de brotacdo e nas fases de fruto verde e maduro). As
amostras foram analisadas em cromatégrafo a gas acoplado ao espectémetro de
massas (CG-EM) e cromatdgrafo a gas acoplado ao detector eletroantenogréfico
(CG-EAD), utilizando a antena de machos de C. pomonella como detector
biolégico. Quarenta e quatro compostos foram obtidos, havendo variacdo dos
mesmos de acordo com os estadios fenologicos da planta e com o horéario de
coleta. Os compostos mais frequentes, em todos os tratamentos, foram o (2)-3-
acetato de hexenila, (2)-3-hexenol, (E,E)-a-farneseno, acetato de hexenila,
hexanoato de hexenila e germacreno. As substancias que desencadearam as
maiores respostas eletrofisioldgicas estavam presentes em maior quantidade nos
volateis coletados nos periodos de brotagao e fruto verde.

A identificacdo e quantificagdo dos principais volateis presentes em cada
fase, durante o periodo de maturacao do pessegueiro, também foi feita por Horvat
& Chapman (1990), submetendo frutos de diferentes fases de maturagéo a
destilacdo por arraste de vapor, utilizando o solvente hexano. Os principais
volateis presentes no destilado foram o benzaldeido, linalol, y-decalactona, o-
decalactona, hexanal e (E)-2-hexenal. A comparacao entre os estadios de menor
e maior maturacao da fruta indicou que todas as substancias elevaram suas
concentragdes no ultimo estadio (fruto maduro), excetuando o hexanal e o (E)-2-
hexenal, para o qual ocorreu o inverso. Volateis obtidos das folhas foram também
identificados. A maioria das substancias presentes no destilado foram os
compostos aromaticos, sendo que o benzaldeido correspondeu a mais de 95%
deles. Estudando a distribuicdo de compostos volateis em diferentes partes do

péssego white-fleshed, Aubert & Milhet (2007) observaram diferengcas nas
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proporcdes dos compostos presentes nos extratos da casca e da polpa dos frutos.
Da totalidade dos volateis identificados, o benzaldeido nao foi registrado.

O status de copula, especialmente em fémeas, € outro fator que pode ou
nao interferir na percepg¢do quimica aos volateis de plantas. Para Lobesia botrana
(Denis e Schiffermdaller) (Lep.: Tortricidae) este fator foi relevante (Masante-Roca
et al. , 2002), no entanto, para C. pomonella, ndo observou-se esta associagao
(Yan et al., 1999).

Em machos de lepidopteros, os volateis de plantas expostos
conjuntamente ao feromdnio sexual podem atuar maximizando a percepcao a
este. Em experimentos eletroantenograficos e comportamentais, foi constatado
que compostos secundarios de plantas apresentam acao sinérgica e/ou aditiva
com feroménios na atratividade de machos (Stelinski et al., 2003; Deng et al.,
2004; Yang et al., 2004).

Existe também a possibilidade da condi¢do alimentar do inseto, além dos
demais fatores citados anteriormente, interferir na capacidade perceptiva aos
cairomoénios liberados pelas plantas hospedeiras. Contudo, trabalhos relatando a
influéncia da condigdo alimentar de insetos no reconhecimento de plantas néo

foram encontrados na literatura.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criacao de Grapholita molesta

Foi estabelecida uma criacdo de G. molesta no Laboratério de Biologia,
Ecologia e Controle Biolégico de Insetos da Faculdade de Agronomia (UFRGS), a
partir de crisalidas provenientes do Laboratério de Entomologia da Embrapa Uva
e Vinho (CNPUV).

A criacao foi mantida em sala climatizada (25 + 1°C; 60 £ 10% U.R;
fotofase de 16 horas e luminancia igual a 1,46 kix). Inicialmente, as crisalidas
eram transferidas para gaiolas, confecionadas com garrrafas PET de 2 L, com a
extremidade basal retirada e substituida por tecido tipo voile, fixado com atilho. A
extremidade apical da garrafa era obstruida com algoddo embebido em solugao
de mel a 15% e Nipagin® (metilparabeno) a 0,15%, fixado com a tampa da
garrafa, o qual servia como substrato de alimentacédo (Figura 2 A). A cada sete
dias, as gaiolas eram esvaziadas e as posturas (Figura 1 A), desinfestadas com
solucao de hipoclorito de s6dio a 15% (2 % de cloro ativo).

Porcbes das garrafas PET contendo os ovos eram dispostas, em
recipientes plasticos de 500 mL, sobre a dieta artificial para lagartas (Figura 2 B),
seguindo a metodologia proposta por Ivaldi-Sender (1974). Quando as lagartas
atingiam o ultimo instar, os recipientes plasticos eram cobertos com retalhos de

gaze hidrofila (13 fios) para a crisalidagcdo. Posteriormente, as crisalidas eram



19
removidas da gaze, desinfectadas com solucao de agua sanitaria a 15% (2 % de
cloro ativo) e aquelas a serem utilizadas nos bioensaios, eram separadas por
sexo sob estereomicroscopio (aumento de 75 X), de acordo com Butt & Cantu
(1962), e acondicionadas em recipientes plasticos de 500 mL, sobre algodao

umedecido, até a emergéncia.

FIGURA 2. Criacao de Grapholita molesta: A) gaiola de criagdo e B) recortes da
gaiola de criagao sobre dieta artificial.

3.2 Obtencao dos infoquimicos

3.2.1 Feromonio

3.2.1.1 Teste de sensibilidade

As substancias que fazem parte do feroménio sexual sintético de G.
molesta (Z- e E-8-acetato de dodecenila (10:1)) foram fornecidas pela empresa
Isca Tecnologias Ltda. Foram realizadas diluigbes do feroménio em solvente
hexano (Mallinckrodt, 99% de pureza) por colaboradores do Laboratério de
Quimica da CIENTEC — Fundagéo de Ciéncia e Tecnologia.

Seis diluicdes progressivas da mistura feromonal dos isbmeros Z- e E-8-
acetato de dodecenila foram feitas, com a dose destes variando de 89 a 0,00089
pug mL' e de 8,5 a 0,000085 ug mL™, respectivamente. Estas diluices foram
utilizadas como estimulo para medir a sensibilidade olfativa de Grapholita

molesta em eletroantenografia (EAG) a mistura feromonal dos dois isdmeros (n =
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10). As dosagens, em nanogramas, relativas ao somatério das massas dos
isbmeros, da menor para maior, foram as seguintes: 4,875; 48,75; 487,5; 4.875;
48.750 e 487.500. Estes valores foram transformados pelo logaritmo (log) da

soma das massas para melhor representagao grafica dos resultados.

3.2.2 Volateis de planta

Partes vegetais (brotos, frutos verdes e frutos maduros) de plantas de
pessegueiro, Prunus persicae, (cultivar Chiripd) e de macieira, Malus domestica,
(cultivar Gala) foram coletadas na Serra Gaucha, no distrito de Pinto Bandeira
(29°06’ S e 51°27" W) (nos meses de outubro de 2006 e janeiro de 2007) e no
municipio de Antonio Prado (28°51’30” S e 51°16’58” W) (no més de fevereiro de
2007), respectivamente.

Foram elaborados extratos com brotos, frutos verdes e frutos maduros de
pessegueiro (EBP, EPV e EPM) e brotos, frutos verdes e frutos maduros de
macieira (EBM, EMV e EMM), obtidos através da técnica de refluxo, com o
solvente etanol (Synth, 99% de pureza) pelo mesmo grupo do Laboratério de
Quimica da CIENTEC. Para a elaboragdo dos extratos de pessegueiro foram
utilizados 6,55 g de brotos extraidos em 40 mL de solvente etanol, 14,52 g de
casca de frutos verdes e 15,13 g de casca de frutos maduros extraidos em 50
mL do mesmo solvente. Os extratos de macieira foram obtidos através da
imersdo de 11,98 g de brotos em 100 mL de etanol, 15,24 g de casca de frutos
verdes e 15,27 g de casca de frutos maduros imersos em 50 mL do solvente.

Todos os extratos foram armazenados a -4 °C.
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3.3 Bioensaios eletroantenograficos

As técnicas eletroantenograficas utilizadas nestes experimentos sao
similares aquelas descritas por Trimble & Marshall (2007). Machos e fémeas de
G. molesta de até um dia de idade foram, inicialmente, individualizados em
recipientes plasticos (500 mL) e mantidos desta forma, até que atingissem a idade
estabelecida para os experimentos, recebendo solugdo alimentar ou apenas
agua.

Cada inseto testado foi imobilizado por resfriamento (30s a -20°C) e levado
a observacao em estereomicroscopio (aumento de 400 X), onde foi feita a seccao
de uma das antenas na altura do pedicelo, a qual foi posicionada em eletrodo
bifurcado de prata (Figura 3 A). As extremidades basal e apical da antena ficaram
aderidas ao eletrodo registrador e ao neutro, respectivamente. Ambas foram
imersas em gel condutor, para possibilitar a condutividade elétrica da amostra. A
resposta analdgica do sinal, em milivolts, relativa ao somatorio dos potenciais de
acado gerados a partir do estimulo de células nervosas quimioreceptoras, foi
capturada, amplificada (Figura 3 B) e processada com um controlador de
aquisicdo de dados (IDAC-4, Syntech® ,the Netherlands) (Figura 3 C) e,
posteriormente, registrada através de software (EAG2000, Syntech® , The
Netherlands).

Uma aliquota de feromoénio, na dose de 487,5 ng (pré-estabelecida nos
testes de sensibilidade) ou de extrato de planta era aplicada sobre recortes de
papel filtro (1,5 X 2,5 cm) dobrados em forma de gaita. Cinco minutos eram dados
para a evaporacao do solvente e, apds este periodo, o papel filtro impregnado
com as solugdes era colocado na extremidade posterior de uma pipeta Pasteur. O
estimulo controle continha papel filtro impregnado com o solvente no mesmo

volume da amostra testada, podendo ser etanol, hexano ou ambos. A
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extremidade anterior da pipeta era colocada dentro de um orificio na parede de
um tubo de metal (1 cm de didametro X 18 cm de comprimento), orientado em
direcao a antena, a uma distancia aproximada de 1 cm.

Para evitar o ressecamento e, consequentemente, aumentar a durabilidade
da antenas, estas foram constantemente umidificadas durante os testes. Para
tanto, uma corrente de ar, direcionada a antena, passava por um baldo de
Erlenmeyer (50mL) contendo agua destilada (borbulhador).

As antenas foram submetidas a pulsos de ar, gerados por um controlador
de fluxo (CS-02, Syntech® _The Netherlands) (Figura 3 D), em um volume de 2,5
mL/ 0,5 s, com os diferentes tratamentos testados. Foi estipulado um tempo de
um minuto entre sucessivos estimulos, para que a antena recobrasse sua
capacidade de percepcao odorifera. Os papéis filtro contendo todos os extratos e
o feroménio sintético eram renovados a cada seis antenas testadas, para que a

volatilizagdo dos compostos nao interferisse nas respostas.

FIGURA 3. Eletroantendgrafo: A) eletrodo, em detalhe, B) pré-amplificador de
sinal elétrico, C) controlador de aquisicdo de dados e D) controlador
de fluxo de ar.
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A ordem de exposicao dos tratamentos de volateis de planta foi aleatéria.
Nos bioensaios em que foi utilizado o feroménio sexual sintético, as antenas eram
inicialmente submetidas ao controle (hexano) e, subsequentemente, ao
feromonio.

Foram realizadas 15 repeticobes para cada tratamento em todos os
bioensaios eletroantenograficos com feroménio.

A percepcgao eletrofisioldgica de machos de G. molesta ao feromonio
sexual foi avaliada em funcao de trés diferentes fatores, ordenados a seguir.

a) ldade dos insetos

Machos, a partir da emergéncia, foram alimentados com solucdo de mel a
15% e Nipagin® a 0,15%, disponibilizada através de algodao embebido, dentro de
um tubo de vidro (6 cm de comprimento X 1 cm de diametro), e mantidos na
camara climatizada até atingirem a idade necessaria para realizacdo dos testes.
Foram avaliadas as respostas ao feroménio em antenas de machos de até 24
horas, 3, 7, 9, 11 e 13 dias de vida.

b) Condicao alimentar

Machos recém-emergidos foram individualizados e, metade destes,
recebeu solucao de mel a 15% e Nipagin® a 0,15%, sendo que a outra metade foi
mantida sem alimento, apenas com agua destilada. Os adultos permaneceram
nestas condigdes por trés dias, quando os testes foram entao realizados.

c) Status de copula

Machos de até 24 horas de idade foram confinados com uma fémea da
mesma idade em recipientes plasticos de 500 mL e alimentados com solugcao de
mel a 15% e Nipagin® a 0,15%. Apos 48 horas do inicio do pareamento, o macho
foi individualizado em outro recipiente similar, com alimento. As fémeas de cada

casal tiveram suas bursas copulatrix analisadas para a confirmagédo da copula.
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Somente 0os machos que haviam acasalado foram utilizados nos experimentos.
Machos virgens foram obtidos mantendo-se individuos recém-emergidos
previamente isolados das fémeas na fase de pupa, em copos plasticos de 500
mL, com solugéo de mel a 15% e Nipagin® a 0,15%. As respostas de machos nédo
virgens e virgens aos extratos feromonais foram avaliadas quando os adultos
tinham trés dias de idade.

Nos testes relativos a percepcéo olfativa aos volateis de planta, foram
utilizados extratos preparados conforme descrito no item 3.2.2, além do solvente
etanol (controle). Todos os tratamentos descritos foram testados em insetos
virgens de ambos os sexos, alimentados e ndo-alimentados, com trés dias de
idade.

Posteriormente, avaliou-se a percepcao de fémeas alimentadas, virgens e
nao virgens de 4, 7, 10 e 13 dias de idade, somente aos extratos de broto de
pessegueiro, pois foi 0 que apresentou, em experimentos anteriores, as maiores
respostas eletrofisiolégicas. Fémeas virgens foram obtidas, isolando-se
previamente na fase de pupa e, posteriormente, mantendo-as em copos plasticos
de 500 mL, com solucdo de mel a 15% e Nipagin® a 0,15%. As fémeas nao
virgens foram pareadas logo apés a emergéncia com um macho de mesma idade
e mantidas desta forma até o dia anterior ao experimento. Ap6s a realizacao do
bioensaio, as bursas copulatrix foram examinadas sob estéreomicroscopio, para
certificacao da copula.

Para se avaliar a interacdo de volateis das plantas hospedeiras e de
substancias feromonais na percepc¢ao eletrofisiolégica de machos de G. molesta,
individuos recém-emergidos e virgens foram individualizados, alimentados (mel a
15% e Nipagin® a 0,15%) e mantidos nestas condi¢cdes por trés dias, quando

foram realizados os testes.
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Os estimulos utilizados nestes bioensaios foram os solventes controle
(etanol e/ou hexano) testados de forma isolada (5 pyL) ou em mistura (5 pyL de
cada) , bem como, o ferombnio e o extrato de broto de pessegueiro (EBP)
isoladamente (5 pL). Quando utilizados em conjunto, o volume da mistura
feromonal (MF) foi sempre de 5 uL, enquanto o EBP foi empregado em dois
volumes, 5 uL e 7,5 pL. A primeira propor¢cdo (5 uL MF + 5 puL EBP) foi
estabelecida visando comparar estas respostas com as dos solventes, nos testes
de eletroantenografia. A segunda (5 uL MF + 7,5 uL EBP) teve como objetivo
comparar as respostas de percepcao eletroantenograficas com as dos testes
comportamentais, nos quais os volumes utilizados foram de 10 uL (MF) + 15 L
(EBP). Os volumes maiores usados nos testes comportamentais, foram
estabelecidos em experimento piloto.
Nas andlises estatisticas foram utilizados os softwares Bioestat® 4.0 e
SPSS® for Windows 13.0. Foram calculadas as médias, os erros padrdes e as
variancias, sendo os resultados comparados por ANOVA, com 95% de

confiabilidade.

3.4 Bioensaios comportamentais

Nos experimentos em olfatometria, foram avaliadas as respostas
comportamentais de machos ao feroménio, nas mesmas condicdes fisiologicas
descritas no item 3.3. Em relacao aos volateis de planta, utilizou-se, em ambos os
sexos, somente o extrato de broto de pessegueiro, selecionado com base nos
experimentos eletroantenograficos.

O comportamento de adultos de G. molesta foi observado em olfatdmetro
“Y” de vidro de dupla escolha (Figura 4 A), com diametro de 4 cm, arena inicial de

22 cm, bifurcada em dois “bragos” de 24cm cada. A metodologia foi adaptada de
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trabalho realizado por Gokge et al. (2005). Os testes foram conduzidos em capela
com sistema de exaustdo de ar, mantida em sala climatizada (25 £ 1°C e 60 %
10% U.R.). O fluxo de ar, previamente filtrado com carvao ativo, foi conduzido
para dentro do sistema com o auxilio de um propulsor conectado a um fluximetro,
a uma taxa de 0,79 L/min. A observagcdo do comportamento dos insetos era
realizada sempre a tarde, no periodo das quatorze até as dezoito horas. Em
testes preliminares ndo se observou variacdo das respostas de machos na
fotofase ou na escotofase, no entanto, a atividade das fémeas foi maior na
escotofase. Sendo assim, estas foram mantidas até a idade de trés dias em
camaras de criagao tipo B.O.D., nas mesmas condicdes controladas da sala de
criacdo, porém com o fotoperiodo invertido, a fim de possibilitar a execugao dos
experimentos durante a tarde.

Os testes com machos foram conduzidos na fotofase sob Iluz
incandescente (60W, luminancia igual a 0,518 kIx) e aqueles com fémeas, foram
realizados na escotofase, com o auxilio de uma lampada vermelha (70W,
luminéncia igual a 135 Ix).

Antes do inicio dos experimentos, as mariposas foram aclimatadas por
uma hora na sala de testes. ApOs este periodo, um tubo de vidro (1 cm de
didmetro X 8 cm de comprimento), contendo no seu interior um individuo, foi
colocado na entrada da arena (Figura 4 B). O tubo era aberto em uma das
extremidades, sendo a outra, coberta por um tecido tipo voile, para possibilitar a
livre passagem do ar, evitando a concentragéo de odores no seu interior.

Os insetos foram submetidos a escolha entre dois tratamentos,
posicionados nas extremidades de cada braco do olfatdmetro. Nos bioensaios em
que se utilizou feroménio sexual sintético como estimulo, 10 puL da solucdo , na

dose de 487,5 ng da mistura, foram injetados em papel filtro de dimensdes 1,5 X
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12 cm, dobrado em forma de gaita e posicionado em uma das extremidades do
olfatbmetro (Figura 4 C), sendo colocado, na outra extremidade, 0 mesmo volume

de solvente.

25 10 2007

FIGURA 4. Olfatdmetro “Y” de dupla escolha: A) vista geral, B) inseto em tubo de
vidro na abertura da arena e C) papel filtro dentro de um dos bracos

do olfatdbmetro.

Para obtencdo de machos com diferentes idades, status de copula e
condi¢ao alimentar, seguiu-se 0s mesmos protocolos experimentais descritos no
item 3.3.

Nos testes comportamentais, as idades dos machos testados foram de 1,
5, 10 e 15 dias, sendo estabelecida, posteriormente, a idade de cinco dias para a
realizacdo dos bioensaios relacionados ao status de copula e a condicdo

alimentar.
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O comportamento quimiotaxico de machos, frente a interagdo do extrato de
broto de pessegueiro e do feromdnio sexual, também foi observado. Para
execucao deste bioensaio, foram utilizados machos virgens. Todos os individuos
possuiam cinco dias de idade e foram alimentados com mel a 15% e Nipagin® a
0,15%. Nos testes em que avaliou-se somente o broto de pessegueiro, o volume
de extrato utilizado foi de 15 pL. Naqueles em que a interagdo entre este extrato e
o feroménio sexual foi verificada, os volumes utilizados foram de 15 e 10 pL,
respectivamente, totalizando um volume de 25 pL. No controle, foram usados os
solventes etanol e hexano, isoladamente ou em mistura, em volumes iguais aos
utilizados nos extratos.

As respostas foram consideradas positivas quando os insetos percorreram,
pelo menos, 4 cm dentro dos bragos contento o tratamento teste e permaneceram
nesta area por, no minimo, 1 min, € negativas, caso os individuos percorressem a
mesma distancia e ficassem o mesmo tempo no brago contendo o tratamento
controle. Foi registrada auséncia de resposta quando os insetos permaneceram
apenas no brago principal do olfatdmetro.

O olfatdmetro foi invertido (rotacdo de 180°), a cada duas repeticbes e a
cada seis, este era lavado com sabdo neutro e etanol, e seco em estufa de
esterilizacdo a 150°C. Apds este procedimento, os papéis filtro, contendo as
diferentes substancias, eram renovados. Foram realizadas, no minimo, 30
repeticdes para cada tratamento e cada inseto foi observado por 10 minutos.

Nos experimentos comportamentais, as analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o software Bioestat® 4.0. Realizou-se o calculo das
médias, erros padrées e as variancias, sendo os resultados comparados pelo

Teste t ou Exato de Fischer, com 95% de confiabilidade.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bioensaios relativos ao feroménio sexual sintético

A sensibilidade das sensilas antenais de machos de G. molesta ao feroménio
sexual sintético foi diretamente proporcional a dose do estimulo quimico. A figura
5 apresenta as respostas obtidas como fungcdo do logaritmo da dose aplicada,
expressa no somatorio das massas dos dois isdbmeros. O terceiro ponto da curva,
equivale a 2,69 log [Mz,e] (ng) e é o ponto de inflexao, correspondendo a dose de
487,5 ng. As respostas eletroantenograficas a doses inferiores a esta, ndo foram
significativamente diferentes daquelas obtidas com o solvente hexano, isto é,
geraram respostas de baixa intensidade. Por outro lado, observou-se o inicio de
uma estabilizagdo de respostas, estimulando-se as antenas com doses acima de
487,5 ng. Neste caso, a antena entra em processo de saturagéo e a resposta nao
mais aumenta proporcionalmente a dose. Desta forma, a dose de 487,5 ng foi
selecionada e utilizada em todos o0s experimentos eletrofisiologicos e

comportamentais, referentes aos testes com feromaonio.
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FIGURA 5. Médias das respostas eletroantenograficas (EAG) de machos de
Grapholita molesta as somas das massas de seis diferentes doses
da mistura feromonal dos isémeros Z- e E-8-acetato de dodecenila
(10:1). Doses (ng) em ordem crescente, relativas aos pontos da
curva: 4,875; 48,75; 487,5; 4.875; 48.750 e 487.500. Médias
seguidas de letras distintas diferem entre si (P < 0,05).

4.1.1 Influéncia da idade na percepcao ao feromoénio

As respostas eletrofisiolégicas de machos de G. molesta ao feromonio
sexual sintético nao diferiram estatisticamente entre as idades testadas (P > 0,05,
F= 36,695) (Tabela 1), indicando que a capacidade de percepg¢dao quimica
periférica antenal ndo varia com o avango da idade dos insetos.

Diversos processos neurofisioldégicos tém sido investigados para a avaliacao
do efeito da idade na percepcao olfativa de feromdnios em insetos.

Em mariposas, as informacdes olfativas sdo detectadas por neurbnios
presentes nas sensilas receptoras das antenas que, por sua vez, sao interligadas
no lobo antenal (LA), o qual faz parte do deutocérebro. Em machos, os processos
neuroldgicos relativos a percepg¢ao feromonal ocorrem em uma regido do LA
denominada de complexo macroglomerular (Hansson, 1995). A percepgao

feromonal nesta regido pode ser influenciada pela presenca do horménio juvenil

(HJ) (Gadenne et al., 1993; Christensen, 1997; Anton & Gadenne, 1999).



TABELA 1. Média das respostas eletrofisiolégicas (+ erro padrao), em milivolts (mV), de machos de Grapholita molesta, de diferentes
idades, ao feroménio sexual e ao solvente hexano (controle).

Idade (dias)

Tratamento 1 3 7 9 11 13

Feroménio 43,4+0,098 Aa 44,3+0,129 Aa 39,3+0,134 Aa 40,0+0,107 Aa 41,2+0,103 Aa 42,2 £ 0,066 Aa

Controle 25,3+0,142Ab 28,5+0,136 Ab 21,6 +0,221 Ab 23,3+0,134 Ab 24,7 +0,110 Ab 21,2 +0,099 Ab

Médias seguidas de letras distintas maiusculas, nas linhas, e mindsculas, nas colunas, diferem entre si (P < 0,05).

Ie
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Em insetos adultos, o HJ é um dos fatores responsaveis pela producéo e
percepcao de feroménios, podendo modular o comportamento sexual destes
(Raina,1997; Schal et al., 1997).

Outro fator associado ao HJ, estd relacionado a sua funcdo no
desenvolvimento de glandulas acessoérias reprodutivas. A percepgdo de machos
de Agrotis ipsilon (Hufnagel) (Lepidoptera: Noctuidae) ao feroménio sexual de
fémeas coespecificas € controlada pelo nivel de HJ que, por sua vez, atua na
maturacdo destas glandulas. Este processo fisioldgico € necessario no
reconhecimento do macho ao feroménio sexual e, consequentemente, na
viabilizacao do processo reprodutivo (Gadenne et al., 1993; Anton & Gadenne,
1999).

A biossintese de substancias que influenciariam a percepcao ao feroménio,
tais como o HJ, diminui ao longo da vida adulta do inseto, afetando a percepcéao
quimica. Em experimentos em que as respostas ao estimulo feromonal foi
avaliada em nivel de LA, observou-se a que a percepgdo quimica tem uma
tendéncia a aumentar durante o periodo de maturagdo sexual, com posterior
decréscimo a medida que o inseto envelhece (Seabrook et al., 1979; Masson &
Arnold, 1984; Gadenne & Anton, 2000). Este fato pode estar vinculado a
regulacdo enddcrina relacionada ao efeito cronoldgico da resposta.

Em estudos comportamentais com A. ipsilon observou-se que as respostas
de machos ao ferom6nio decresceram com o avanco da idade. No entanto, em
testes de eletroantenografia periférica, com esta mesma espécie, este fator ndo
foi relevante (Gadenne et al, 1993). Roelofs & Comeau (1971) também nao
evidenciaram a influéncia da idade na percepgdo periférica de machos de
Argyrotaenia velutinana (Walker) (Lep.: Tortricidae) ao feroménio sexual de

fémeas coespecificas.
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Neste experimento, avaliou-se somente a resposta eletrofisiolégica
periférica. Neste nivel de percepcdo, o fator mais relevante relacionado a
sensibilidade da antena ao estimulo quimico, € a presenca e a quantidade de
proteinas feromonais de ligacdo (PFLs) na hemolinfa da antena, sendo estas
responsaveis pela transdugédo do sinal quimico até as paredes dos dendritos das
células nervosas que inervam as sensilas quimioreceptoras (Prestwich & Du,
1997). Sendo assim, como n&o observou-se diferengas entre as idades testadas
acredita-se que as PFLs néo tenham se alterado ao longo do periodo observado.

Nos bioensaios comportamentais, 0 nimero de machos de G. molesta que
se locomoveram em direcdo ao feromonio sexual (respostas positivas) foi maior
do que o dos individuos que se dirigiram ao tratamento controle (respostas
negativas), independentemente da idade. No entanto, o nimero total de respostas
positivas foi superior nas idades de um e cinco dias em comparacao as idades de
10 e 15 dias. Respostas negativas ndo ocorreram nas idades mais avang¢adas
(Figura 6). Constatou-se, dessa forma, um decréscimo da quimiotaxia dos
machos frente ao feromonio com o0 aumento da idade.

Trabalhos que evidenciam a influéncia da idade no comportamento
quimiotéxico de insetos, em laboratorio, sdo escassos. No entanto, em
experimentos de campo, alguns autores relatam que machos de lepiddpteros
geralmente exibem niveis crescentes de resposta ao feroménio, durante os
primeiros dias ap6s a emergéncia, havendo um decréscimo, ao longo de suas
vidas (Téth, 1979; Szocs & Toth, 1979; Tomescu at al,, 1981, Turgeon et al.,
1983; Werner, 1977).

Sendo assim, como ja relatado anteriormente, observou-se neste trabalho
uma faixa de idade onde o comportamento quimiotaxico tende a ser maior,

devido, possivelmente, a fatores neurofisiolégicos e endocrinos, com posterior
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senescéncia do sistema e diminuicdo deste comportamento. As diferencas
observadas, com relacdo ao fator idade, entre as respostas eletrofisiolégicas e
comportamentais evidenciam que a capacidade de percepcao ao ferombnio nao
esta diretamente vinculada a capacidade motora de resposta do inseto frente ao
estimulo, e sim, a um complexo de fatores fisiolégicos envolvidos no

comportamento reprodutivo.

Idade (dias) Auséncia
O Extrato EBP O Controle | de
resposta
| (n)
1 17 I 12
5 16 2 14
10 6 24
15 4 26
100 50 0 50 100

Porcentagem de respostas de machos
FIGURA 6. Proporgdes e porcentagens de respostas comportamentais de machos
de Grapholita molesta com 1 (n= 30), 5 (n= 32), 10 (n= 30) e 15 (n=
30) dias de idade ao ferombnio sexual, em olfatdmetro “Y”. NUmeros
dentro das barras referem-se ao numero de individuos que
responderam aos tratamentos.
4.1.2 Influéncia da condicao alimentar na percepcao ao feromoénio
As respostas eletroantenograficas de machos de G. molesta ao feroménio
de fémeas coespecificas nao foram influenciadas pela condicao alimentar, ou
seja, a percepcdo quimica de adultos alimentados com mel nao foi
significativamente distinta daqueles que receberam apenas agua como recurso

alimentar (P > 0,05, F= 29,853). Em ambos 0s casos, as respostas foram maiores

ao tratamento feromonio (Tabela 2).
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TABELA 2. Médias das respostas eletrofisioldégicas (+ erro padrdo), em milivolts
(mV), de machos de Grapholita molesta ao feroménio sexual e ao
solvente hexano (controle), em fungdo da sua condigdo alimentar (n=
15).

Condicao alimentar

Tratamento Machos alimentados Machos nao-alimentados
(mV + EP) (mV + EP)

Feromoénio 77,0 £9,083 Aa 63,9 £ 5,619 Aa

Controle 17,4 £ 2,024 Ab 26,4 + 3,718 Ab

Médias seguidas de letras distintas mailsculas, nas linhas, e minusculas, nas
colunas, diferem entre si (P < 0,05).

O desenvolvimento dos insetos esta diretamente relacionado a quantidade
e a qualidade do alimento ingerido durante as fases jovem e adulta. A
alimentagdo inadequada pode provocar mudangas morfolégicas, fisiologicas e
comportamentais, podendo este fator ser o responsavel pela reducédo do tamanho
corporal, da fecundidade, da fertilidade e da competitividade reprodutiva. Estes
fatores podem influenciar, de forma negativa, o comportamento sexual e,
consequentemente, diminuir o potencial biético da espécie (Slansky & Scriber,
1985; Panizzi & Parra, 1991; Myers et al., 2006).

Diversos estudos com lepidopteros, constataram que o consumo e a
utilizagdo do alimento, em insetos adultos, estdo intimamente relacionados a
processos fisiolégicos e comportamentais direcionados, principalmente, a
reproducéo e, em alguns casos, a dispersao (Panizzi & Parra, 1991). No entanto,
sao poucos os trabalhos que relatam de que forma a alimentagdo de adultos pode
afetar a percepcdo a substancias feromonais. Um exemplo deste tipo de

interacdo, foi registrado por Hardee (1970). Segundo o autor, machos de
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Anthonomus grandis Boheman (Col.: Curculionidae) alimentados com o botao
floral do algodoeiro, foram mais atraidos ao feroménio de agregacao do que
aqueles que receberam outras partes desta planta.

No presente trabalho, foi comparada a atratividade de machos néao
alimentados, com aqueles que receberam solugdo de mel, o qual apresenta
nutrientes a base, essencialmente, de carboidratos. Os carboidratos, por sua vez,
nao sao relatados como substéncias que atuem diretamente no metabolismo
fisioldgico de percepg¢do quimica, sendo outros grupos, tais como, proteinas,
aminas e horménios do inseto, 0s principais responsaveis por esta funcao
(Dickens, 1997; Hildebrand, 1997; Anton & Gadenne, 1999).

Na maioria dos lepidépteros jovens e adultos, os carboidratos, atuam como
reserva de energia, as quais auxiliam na manutencdo e prolongamento de
sistemas vitais, ocasionando um incremento de parametros bioldgicos e
comportamentais como a longevidade, numero de ovos/fémea, peso do corpo,
periodo de oviposicdo e aumento da atividade motora (Panizzi & Parra, 1991;
Benz, 1991; Silva et al., 1991; Carroll & Quiring, 1992; Fonseca et al., 2005).

Contudo, em outros lepidépteros, os parametros citados nao foram
influenciados pela presenga de carboidratos na alimentagdo de adultos (Parra,
1999; Bavaresco, 2000). Howell (1981) observou que a fecundidade, a fertilidade,
0 numero de copulas e as taxas de mortalidade de adultos de Cydia pomonella
Linnaeus (Lep.: Tortricidae) nao diferenciaram significativamente daqueles que
receberam alimento (carboidratos e proteinas) ou somente agua. No entanto, o
autor constatou que adultos alimentados foram mais longevos. Segundo Fonseca
et al. (2005), em muitos adultos de Tortricidae somente a 4gua € suficiente para

manutencdo da longevidade e fecundidade em niveis normais, embora, para
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algumas espécies, seja necessario acucares para a manutencdo ou incremento
do potencial bidtico.

De acordo com Slansky & Scriber (1985), em alguns insetos holometabolos
a alimentacdo € ausente ou reduzida durante a fase adulta. O potencial
reprodutivo destes fundamenta-se, principalmente, no valor nutricional do
alimento adquirido e armazenado durante a fase larval, tendo a alimentacdo do
adulto pouca influéncia sobre estes fatores.

No bioensaio de olfatometria avaliado, ndo se observou diferengas
significativas da atividade motora quimiotaxica entre machos alimentados com
solucdo de mel, em comparagdo com aqueles que receberam somente agua (P =
0,1835) (Figura 7). Neste caso, é possivel que a presenca de carboidratos na
dieta alimentar de machos nao seja um fator decisivo na indugdo da atividade
locomotora ou que a presencga do estimulo feromonal, suplemente um déficit fisico
relacionado a alimentacao.

Trabalhos que relatem as implicacbes da qualidade do alimento na
percep¢ao quimica ao feroménio sexual devem ser conduzidos, para uma melhor

compreensao do comportamento reprodutivo de G. molesta.

Condicao Auséncia
alimentar | O Feroménio [ Controle | de
resposta
(n)
Alimentados 15 2 15
Nao
Alimentados 22 8
|
100 50 0 50 100

Porcentagem de respostas de machos

FIGURA 7. Proporgdes e porcentagens de respostas comportamentais de machos
de Grapholita molesta, alimentados (n= 32) e n&o-alimentados (n =
30), ao feromdnio sexual, em olfatdmetro “Y”. NUumeros dentro das
barras referem-se ao numero de individuos que responderam aos
tratamentos.
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4.1.3 Influéncia do status de cépula na percepc¢ao ao feromoénio
A percepcao eletrofisiolégica de machos, ndo virgens e virgens, de G.
molesta, ao feromdnio sexual, nao diferiu estatisticamente (P < 0,05, F= 27,695)
(Tabela 3). O mesmo foi observado quanto ao comportamento quimiotaxico (P =
0,782) (Figura 8). Contudo, as respostas dos machos foram maiores para o
tratamento feroménio nos dois biensaios.
TABELA 3. Médias das respostas eletrofisiolégicas (+ erro padréo) de machos de

Grapholita molesta, virgens e ndo virgens, ao feromdnio sexual e ao
solvente hexano (controle) (n= 15).

Status de copula

Machos virgens Machos nao virgens
Tratamento
(mV + EP) (mV + EP)
Feroménio 75,3 £ 9,637 Aa 60,6 + 6,540 Aa
Controle 17,7 £ 2,296 Ab 10,8 + 0,945 Ab

Médias seguidas de letras distintas maiusculas, nas linhas, e minusculas, nas
colunas, diferem entre si (P < 0,05).

Status de Auséncia
copula | =1 Feroménio I Controle | de
resposta
(n)
Nzo virgens " P 29
Virgens 15 2 15
100 50 0 50 100

Porcentagem de respostas de machos

FIGURA 8. Proporgdes e porcentagens de respostas comportamentais de machos
de Grapholita molesta, ndo virgens (n= 42) e virgens (n= 32), ao
ferombnio sexual, em olfatbmetro “Y”. Numeros dentro das barras
referem-se ao numero de individuos que responderam aos
tratamentos.
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Estudos relatando a influéncia da condicao de acasalamento na percepcao
quimica de machos sob condi¢cdes controladas, sdao escassos. A maioria dos
trabalhos publicados refere-se a influéncia negativa da coépula na capacidade
biossintética de producado e liberacdo de feromdnio de fémeas de lepidopteros
(Ando et al., 1996; Delisle et al., 1999).

Contudo, como foi constatado neste trabalho, este fator parece néao
influenciar a percepcao quimica periférica de machos. Em experimentos
realizados por Pearson & Schal (1999), as respostas eletrofisiolégicas de machos
virgens e nao virgens de Vitacea polistiformis (Harris) (Lep.: Sesiidae) nao
diferiram significativamente quando os mesmos foram expostos ao feromdnio
sexual de fémeas coespecificas. Da mesma forma, Gadenne et al. (2001) nao
registraram alteracdes das respostas eletroantenograficas periféricas em antenas
de machos de A. ipislon virgens, recém-acasalados (1 hora ap6s a cépula) e com
24 horas ap6s a cépula.

Em trabalhos de campo, Reardon & Sappington (2007) observaram que
nao houve influéncia do status de cépula na recaptura de machos de Ostrinia
nubilalis (Hubner) (Lep.: Crambidae) em armadilha contendo feromdnio sexual
sintético. O mesmo foi relatado por Evenden & Gries (2006) em machos de
Choristoneura conflictana (Walker) (Lep.: Tortricidae). Estes autores, no entanto,
constataram que um numero superior de individuos ndo virgens foi capturado no
periodo de maior densidade populacional no campo. Sendo assim, esta diferenca
estaria relacionada a flutuacdo populacional da espécie e nao diretamente a
diferenca de percepcao quimica relacionada ao status de cépula.

Em G. molesta, assim como na maioria dos lepiddpteros, os machos séao
poligénicos, ou seja, copulam com mais de uma fémea ao longo da vida (Baker &

Cardé, 1979; Dustan, 1964). Assim, € relevante para a viabilizagdo de um maior
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namero de encontros entre casais e, consequentemente, para 0 aumento do
potencial bidtico da espécie, que a percepg¢ao quimica de machos nao se altere
com a variacao do status de cépula, podendo, desta forma, o macho copular o
maior numero possivel de fémeas.

Contudo, a constancia desta percep¢ao parece nao ser a mesma ao longo
do periodo de p6s-copula. De acordo com Gadenne et al. (2001), as respostas
eletrofisiologicas registradas no complexo antenal glomerular do deutocérebro e o
comportamento quimiotaxico, em tunel-de-vento, de machos de A. jpsilon recém-
acasalados foram menores, quando comparadas com aqueles testados 24 horas
apos a copula.

O periodo refratario de machos, ou seja, o tempo necessario para
ocorréncia de uma re-cépula parece ser mediado pela presenca de hormoénios,
aminas biogénicas, tais como serotonina e octopamina, ou mesmo de
neuropeptideos que, quando presentes, poderiam modular a sensibilidade dos
neurdnios do lobo antenal, em resposta ao feromdnio de fémeas coespecificas
(Linn & Roelofs, 1992; Gadenne et al., 2001). A inibicdo ou auséncia de respostas
relacionadas a quimiotaxia ou mesmo de comportamento reprodutivo durante o
periodo refratério, como citado para A. ipsilon (Gadenne et al., 2001), também
pode estar relacionado a quantidade de substancias protéicas presentes nas
glandulas acessoérias sexuais dos machos, as quais podem ter um importante
papel na regulacao da percepcao olfativa durante este periodo.

Segundo Duportets et al. (1998), quando os machos de A. ipsilon sao
sexualmente imaturos ou durante o periodo imediatamente apds a copula, as
glandulas acessorias sexuais ficam vazias. Como estas glandulas atuam na
formacdo do espermatéforo, durante este periodo o macho estaria pouco

perceptivo ou mesmo inapto a copular devido a baixa produgcdo e formagéao de
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esperma. A auséncia destas proteinas, também poderia influenciar a sintese de
neuromoduladores que, por sua vez, também estariam atuando na sensibilidade
olfativa nervosa. Os autores sugerem que o periodo refratario de um dia é
necessario para a formagao de novos espermatoforos, caso contrario, haveria um
gasto desnecessario de energia na cdpula, com auséncia, ou com uma taxa muito
baixa de transferéncia de esperma.

Os dados de percepgéao eletrofisiologica e de comportamento quimiotaxico
observados neste trabalho, em machos de G. molesta, ndo evidenciam diferencas
de respostas relacionadas ao status reprodutivo. E importante ressaltar, que em
todos os tratamentos, os insetos testados tinham acasalado ha mais de 24 horas.
Desta forma, em G. molesta, assim como em A. ipsilon, os machos com um
periodo refratario de, pelo menos, 24 horas, parecem estar fisiologicamente aptos
a nao somente perceber o feroménio sexual de fémeas, mas também a
desenvolver um comportamento quimiotaxico frente a este estimulo. Bioensaios
com machos que tenham realizado cépula recente poderiam elucidar a

importancia deste fator no comportamento reprodutivo de G. molesta.

4.2 Bioensaios relativos aos volateis de plantas
4.2.1 Influéncia do hospedeiro na percepc¢cao quimica de adultos

As respostas eletrofisiolégicas de fémeas de G. molesta foram
significativamente maiores para o extrato de broto de pessegueiro (EBP) (23,12
2,264 mV), seguido de broto de macieira (EBM) (14,34 = 1,198 mV) (P < 0,01)
(Figura 9). Nao houve diferengca entre os demais tratamentos e o etanol (P =
0,364) (F= 18,395).

Resultado semelhante foi encontrado para machos (Figura 10), sendo

as respostas eletroantenograficas ao EBP (35,24 + 3,395 mV) e EBM (26,06 +
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2,913 mV) diferentes do controle (P < 0,01) e os demais tratamentos,
estatisticamente iguais ao etanol (P = 0,250) (F= 6,938).

As respostas eletrofisiologicas de machos a todos os tratamentos foram
superiores as de fémeas (P < 0,01). No entanto, ndo é possivel associar este
resultado a uma maior bioatividade destes extratos em antenas de machos, uma
vez que as respostas obtidas com o tratamento controle (etanol) também foram
significativamente superiores neste sexo. Sendo assim, as diferencas nas médias
de despolarizagdo (mV) entre os sexos estdo relacionadas a maior sensibilidade

das antenas de machos ao solvente etanol.

25.00 =

20.00=

15.00 = %
10.00 = % b%c b£c bEc

5.00 =

Respostas EAG (mV)

Controle EBM EMM EMV EBP EPM E PV

Tratamentos

FIGURA 9. Médias das respostas eletrofisioldgicas (+ erro padréo), em milivolts
(mV), de fémeas de Grapholita molesta (n= 15) a volateis de
diferentes extratos etandlicos de plantas hospedeiras: EBM = broto de
macieira; EMM = mac¢a madura; EMV = maca verde; EBP = broto de
pessegueiro; EPM = péssego maduro; EPV = péssego verde. Barras
seguidas de letras distintas diferem entre si (P< 0,05).
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FIGURA 10. Médias das respostas eletrofisioldgicas (+ erro padrao), em milivolts
(mV), de machos de Grapholita molesta (n= 15) a volateis de
diferentes extratos etandlicos de plantas hospedeiras: EBM = broto
de macieira; EMM = maca madura; EMV = maca verde; EBP = broto
de pessegueiro; EPM = péssego maduro; EPV = péssego verde.

Barras seguidas de letras distintas diferem entre si (P < 0,05).
A selegao da planta hospedeira por insetos herbivoros é mediada por uma
série complexa de fatores evolutivos que envolvem mecanismos de atragéo e
defesa. Segundo Metcalf & Metcalf (1992), os volateis secundarios de plantas,
participam de forma expressiva desses mecanismos de interagdo que irdo
intermediar, em ultima analise, a orientacdo em direcao ao recurso e o aceite do
hospedeiro. Existe uma especificidade de tipos de substancias produzidas por
cada planta. Além disso, espécies que possuem uma relagcdo taxonédmica
préxima, geralmente possuem também uma proximidade da qualidade e
quantidade de substancias produzidas e liberadas. Num mesmo organismo
vegetal, érgéos distintos, tais como flores, folhas e frutos, em diferentes estadios

de maturacdo, podem apresentar variagbes na producdo e liberacdo de

substancias quimicas. Em C. pomonella ja foram constatados diferentes niveis de
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atratividade aos volateis emitidos por distintas partes da planta hospedeira e
estadios de desenvolvimento (Horvat & Chapman, 1990; Vallat & Dorn, 2005;
Casado et al. ,2006).

Pifiero & Dorn (2007) avaliaram o efeito sinérgico de dez compostos
quimicos sintéticos, presentes em broto de pessegueiro, na atratividade de
fémeas nado virgens de Cydia (= Grapholita) molesta, em olfatdbmetro de dupla
escolha. Os autores concluiram que a mistura de cinco substancias foi tdo atrativa
quanto o broto de pessegueiro in natura, sendo esta mistura composta por (Z)-3-
acetato de hexenila, (Z2)-3-hexenol, benzaldeido, (E)-2-hexanal e benzonitrila.
Segundo os autores, a presenca de benzaldeido e benzonitrila na mistura é
fundamental na atratividade de fémeas. No entanto, quando testados de forma
isolada ou em combinagcdo, estes ndo desencadearam comportamento de
atratividade ou de repeléncia.

Através da andlise cromatografica dos extratos utilizados neste
experimento, observou-se que o0 benzaldeido foi o composto majoritario nas
amostras de broto de pessegueiro, resultado este confirmado pelo tempo de
retencdo de um padrdo auténtico injetado. No entanto, este composto nao foi
detectado em cromatogramas obtidos a partir de extratos do fruto (Fabricio
Naciuk, CIENTEC, comunicacdo pessoal). Desta forma, assim como foi
observado por Pifiero & Dorn (2007), a presenca do benzaldeido no extrato da
planta parece ser importante para o aumento da percepcao aos volateis do
pessegueiro.

Em macieira, os compostos predominantes sao o (Z)-3-acetato de
hexenila, (Z)-3-hexenol, (E,E)-a-farneseno, acetato de hexenila, hexanoato de
hexenila e germacreno (Hern & Dorn, 1999; Ansebo et al.,, 2004, Casado et al.,

2006). Entretanto, ndo foi feita analise cromatografica comparativa entre os
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extratos de macieira utilizadas neste bioensaio para justificar quimicamente o
resultado superior apresentado pelo broto de macieira.

Apesar das variacbes entre o tipo e a quantidade de volateis em
determinadas partes e/ou fases de desenvolvimento da planta, Natale et al.
(2003), em olfatdmetro, ndo encontraram diferengcas na percepgdo quimiotaxica
de fémeas de C. pomonella a brotos de pessegueiro e de macieira. Em C.
molesta (= G. molesta) foi observado comportamento semelhante, ou seja, tanto
volateis emitidos por péssego como por maga, verdes e maduros, foram atrativos
a fémeas nao virgens (Natale et al., 2004).

Neste estudo, observou-se que as respostas, tanto de machos quanto de
fémeas, foram significativamente maiores aos extratos de broto de pessegueiro e
de macieira. Resultados semelhantes foram registrados por Gékge et al. (2006).
Segundo os autores, as respostas das antenas de machos e fémeas de
Paralobesia  viteana  (Clemens) (Lep.: Tortricidae), nao  diferiram
significativamente, quando as mesmas foram estimuladas com extratos de quatro
plantas ndo hospedeiras desta espécie. Ansebo et al. (2004) ndo observaram
diferencas de percepgdo entre o0s sexos comparando as respostas
eletroantenogréficas de antenas de adultos de C. pomonella a diversas
substancias secundarias sintéticas presentes em extratos de maca. Entretanto, a
campo, apenas (E,E)-B-farneseno atraiu significativamente mais machos, néo
havendo influéncia das demais substancias na atratividade de ambos os sexos.

A percepcao quimica aos volateis de planta, de modo geral, é realizada por
machos e fémeas. No entanto, supde-se que, em G. molesta, os sexos utilizem
esta percepcdo para desempenhar, principalmente, duas fung¢des biologicas
distintas. Para machos e fémeas, os volateis secundarios teriam o objetivo de

orientar 0s parceiros sexuais para possiveis sitios de cépula. J&4 as fémeas,



46
utilizariam este recurso para localizar sitios de oviposicdo, os quais estariam

relacionados a hospedeiros palataveis para sua prole (Metcalf & Metcalf, 1992).

4.2.2 Influéncia do status de copula na percepc¢ao quimica de fémeas
As médias das respostas eletroantenogréficas periféricas de fémeas

virgens e ndo virgens de 4, 7 e 13 dias, nado diferiram significativamente quando
estimuladas com volateis provenientes do broto de pessegueiro (P > 0,05, F=
4,076). No entanto, fémeas nao virgens de dez dias foram mais responsivas a
esta fonte de estimulo do que as fémeas virgens (P < 0,05, F= 5,423 ) (Tabela 4).

Masante-Roca et al. (2002) testaram as respostas do lobo antenal (LA) de
machos e fémeas de Lobesia botrana (Denis e Schiffermiller) (Lep.: Tortricidae) e
concluiram que as respostas a 13 volateis presentes em videiras nao diferiram
significativamente nos neurbnios testados, independentemente do sexo e do
status de copula. Apesar de ndo haver diferenca estatistica, os autores
constataram uma tendéncia de respostas maiores dos neurdénios presentes no LA
de fémeas n&o virgens, em detrimento da de machos ndo virgens e de fémeas
virgens.

Esta tendéncia também foi observada neste trabalho em bioensaios
comportamentais (olfatometria). De acordo com os resultados obtidos, o status de
copula parece ter influenciado a percepcao de fémeas aos volateis presentes
neste extrato, ja que sete fémeas nao virgens foram atraidas pelos volateis do
broto de pessegueiro, em contraste com apenas uma virgem (Figura 11).
Entretanto, por ter havido um grande nimero de fémeas, independentemente do
status de cépula e do tratamento, que nao responderam aos odores (auséncia de

resposta), ndao foi possivel realizar a analise estatistica comparativa entre



47

respostas positivas e negativas, para confirmacdo da significancia deste

resultado).
Status de Auséncia
copula | O Extrato BP L1 Controle | de
resposta
(n)
Nio virgens 7 3 20
Vi
irgens 1l 3 o8
100 50 0 50 100

Porcentagem de respostas de fémeas

FIGURA 11. Proporcbes e porcentagens de respostas comportamentais de
fémeas de Grapholita molesta, nao virgens (n= 30) e virgens (n=
30), ao extrato etandlico de broto de pessegueiro (EBP), em
olfatbmetro “Y”. Numeros dentro das barras referem-se ao numero
de individuos que responderam aos tratamentos.

Resultado semelhante, em experimentos de olfatometria, foi observado
para C. molesta por Natale et al. (2004). No referido trabalho, fémeas virgens ndo
responderam aos volateis de péssego e macga, verdes e maduros, enquanto as
nao virgens foram atraidas por todos, ndo havendo diferencas significativas no
comportamento quimiotaxico, independentemente da fonte de estimulo. Em tunel-
de-vento, fémeas virgens e nao virgens de C. pomonella foram mais ativas
(antenacao e aquecimento de asas) na presenca de volateis de maga do que na
auséncia destes. No entanto, somente as fémeas nédo virgens algcaram véo em
direcao a fonte de odor (Yan et al 1999).

As maiores respostas quimiotaxicas atribuidas a fémeas néao
virgens, em bioensaios comportamentais, corroboram a idéia de que estas teriam
um aumento da sensibilidade odorifera aos volateis da planta hospedeira, em

funcdo da necessidade de orientacdo rapida e seletiva a hospedeiros que

propiciariam o encontro do melhor sitio de oviposicéo e, assim, maximizasse as



TABELA 4. Médias das respostas eletrofisiologicas (+ erro padrao), em milivolts (mV), de fémeas virgens e nao virgens de Grapholita
molesta de diferentes idades aos volateis emitidos pelo extrato etandlico de broto de pessegueiro (n= 10).

Idade (dias)
Status de copula 4 7 10 13
Virgens 9,60 + 2,209 Ba 13,95 + 1,942 Aa 12,35 + 1,921 ABb 5,35 + 2,222 Ba
Nao virgens 21,95 + 2,523 Ba 31,20 + 3,963 Aa 29,80 + 3,979 Aa 18,35 + 4,519 Ba

Médias seguidas de letras distintas maiusculas, nas linhas, e mindsculas, nas colunas, diferem entre si (P < 0,05).

87
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taxas de sobrevivéncia de prole (Metcalf & Metcalf, 1992).

4.2.3 Influéncia da idade na percepcao quimica de fémeas
As respostas de fémeas virgens de sete dias foram significativamente

maiores que as de quatro e as de 13 dias (P< 0,05), nao diferindo
estatisticamente das fémeas de dez dias (P = 0,0631) (F = 3,747). Fémeas nao
virgens de dez dias desencadearam maiores respostas eletrofisiolégicas, diferindo
estatisticamente das de quatro (P < 0,05) e 13 dias (P < 0,01) e igualando com as
de sete dias (P = 0,6305) (F= 5,554) (Tabela 4).

Sendo assim, ndo somente o status de cépula influencia a percepcao de
fémeas aos volateis da planta hospedeira, mas também a idade dos individuos
pode interferir na resposta eletroantenografica.

A maior percepcgéao foi observada na faixa de sete a dez dias de idade, no
entanto fémeas n&o virgens de dez dias foram mais responsivas que as virgens.
N&ao foram encontrados na literatura, registros que comparassem a percepcao de
fémeas de diferentes idades associadas ao status de coépula, em relagdo a
sensibilidade aos volateis de plantas hospedeiras. O fato das fémeas de G.
molesta serem mais perceptivas nas idades intermediarias testadas, pode estar
relacionado a ser este o periodo de maior atividade reprodutiva, em busca de
sitios de copula (fémeas virgens) e/ou oviposicdo. Porém, a copula, como visto
anteriormente, na idade de dez dias, parece desencadear mecanismos
biossintéticos que promovem uma otimizacdo da capacidade perceptiva de
fémeas na identificacao e localizagdo do hospedeiro.

Levando-se em consideragcdo que a longevidade média de fémeas,
segundo Alfonso & Marin (2004), é de 16,28 dias, seria razoavel supor que no

periodo de sete a dez dias estejam no apice de suas sensibilidades olfativas,
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relacionadas a localizagdo da planta hospedeira, possivelmente, porque nesta
fase, para a maioria destes individuos, ja tenha ocorrido a cépula. Além disso,
observou-se que o periodo de oviposicao de fémeas nao virgens no primeiro dia
de emergéncia, so inicia trés dias apds a copula e estende-se até o décimo
primeiro, com pico de fecundidade e fertilidade por volta do oitavo dia (Rosana

Matos de Morais, UFRGS, comunicacao pessoal).

4.2.4 Influéncia da condicao alimentar na percepcao quimica de
adultos
Nao houve diferenca significativa na percepcéao eletrofisioldgica de fémeas

e machos aos volateis de plantas hospedeiras, em fungcdo da condicao alimentar
(P > 0,05). Nao foram encontrados trabalhos que avaliassem a influéncia do fator
alimentagao, a base de carboidratos, na percepcao olfativa a volateis de plantas
hospedeiras. Contudo, acredita-se que 0s mecanismos de seletividade e
sensibilidade quimica a esses volateis sejam similares aqueles discutidos no item
4.1.2, ou seja, 0s agucares nao participariam diretamente das rotas biossintéticas
de substancias envolvidas na percepg¢do quimica, sendo as proteinas, aminas e
hormbnios, 0s principais responsaveis por esta fungdo (Dickens, 1997;
Hildebrand, 1997; Anton & Gadenne, 1999).

Trabalhos que avaliem fatores nutricionais da dieta de adultos na
percepcao a feroménios e plantas hospedeiras em G. molesta, poderiam elucidar,

pelo menos em parte, a importancia desta variavel.

4.2.5 Influéncia da interacao com feroménio na percepcao quimica de
machos

Todos o0s tratamentos com EBP e/ou feroménio diferiram
significativamente dos solventes (P < 0,01). Observou-se efeito aditivo nas

respostas eletrofisiolégicas de antenas de machos de G. molesta quando as
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mesmas foram estimuladas com a mistura do feromdnio sexual e o extrato de
broto de pessegueiro. No entanto, esta interacdo sO foi significativamente
diferente do tratamento feroménio, quando o volume de extrato adicionado a este,

foi de 7,5 uL (47,93 mV +2,896) (P < 0,01, F= 27,234) (Figura 12).
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FIGURA 12. Médias das respostas eletrofisiolégicas (x erro padrédo), em milivolts
(mV), de machos de Grapholita molesta (n= 15) ao feromdnio
sexual, ao extrato etandlico de broto de pessegueiro, ou a
combinagdes destes. A = extrato de broto de pessegueiro (EBP); B
= feromdnio; C = feroménio + 5 pL de EBP; D = feroménio + 7,5 pyL
de EBP. Barras seguidas de letras distintas diferem entre si (P <
0,01).

Os bioensaios comportamentais, nao corroboraram o0 observado em
eletroantenografia, ou seja, ndo foram constatados efeitos aditivos e/ou
sinérgicos entre o feromonio e extrato do broto do pessegueiro (P = 0,281, F=
8,245) (Figura 13).

Estes resultados evidenciam que a percep¢ao das antenas de machos de

G. molesta aumenta com a adicdo de volateis de planta ao feroménio sintético.

Sendo assim, para que 0s mecanismos de ativacao eletrofisiolégicos ocorram, é
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necessario que chegue a antena deste inseto uma quantidade minima de

substancias bioativas, capaz de desencadear uma resposta elétrica.

Auséncia
O  EBP e/ou feroménio L Controle | de

resposta
(n)
EPB 6 8 16
Feromonio 15 2 15
EPB + 15 4 11

Feromonio
100 50 0 50 100

Porcentagem de respostas de machos
FIGURA 13. Proporcbes e porcentagens de respostas comportamentais de
machos de Grapholita molesta ao extrato etandlico de broto de
pessegueiro (EPB) (n= 30), ao feroménio sexual (n= 32) e a
interacao destes dois (n= 30), em olfatémetro “Y”. Niumeros dentro
das barras referem-se ao numero de individuos que responderam
aos tratamentos.

Os mecanismos de ativagdo do comportamento quimiotaxico, por sua vez,
sao mais complexos, e dependerdo ndo somente da qualidade e quantidade de
estimulo, mas também de fatores exdgenos e enddgenos, vinculados,
principalmente, a variagbes no sistema endécrino (Kerkut & Gilbert, 1985).
Ansebo et al. (2004), por exemplo, observaram que 38 volateis secundarios de
maca desencadearam altas respostas eletroantenograficas em C. pomonella. No
entanto, segundo Yang et al. (2004), entre diversos volateis de maca, apenas
farneseno, em altas concentracdes, foi capaz de estimular o comportamento de
vbo desta espécie. Estes mesmos autores observaram que existe um efeito
sinérgico, em tunel-de-vento, entre o feroménio sexual de C. pomonella (E,E-

8,10-dodecadienol), conhecido como codlemone, em mistura com trés volateis

secundarios de maga: linalol, (E)-B-farneseno, (Z2)-3-hexenol. Além disso, também
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foi observado que a taxa de liberacdo dos volateis da planta influencia a
atratividade dos machos a fonte de estimulo, sendo a taxa de liberagéo igual a 1
pg/min do codlenome para 100 pg/min de cada um dos volateis testados, a mais
responsiva, havendo diminui¢cdo da resposta nas taxas de 1:1 e 1:10.000 pg/min,
respectivamente. Em bioensaios de campo, a captura de machos de C.
pomonella foi incrementada com a adi¢cao de volateis de plantas as armadilhas de
feroménio (Light et al.,1993).

Ochieng et al. (2002) observaram que neurdnios receptores de estimulos
quimicos em antenas de machos de Helicoverpa zea (Boddie) (Lep.: Noctuidae)
sao mais responsivos quando estimulados com a mistura de feromonio sexual e
volateis de planta, tais como linalol e (Z)-3-hexenol, do que quando submetidos a
estes infoquimicos isoladamente.

Em termos ecoldgicos, a interagdo entre volateis de planta e feroménio
pode representar uma importante pista quimica utilizada por insetos para facilitar
0 encontro de parceiros sexuais em sitios de cépula. De acordo com Yang et al.
(2004) alguns volateis de maga, como o (E)-B-farneseno, podem amplificar a
atratividade de machos de C. pomonella quando a comunica¢do quimica intra-
especifica entre os sexos € fraca. Além disso, esta interagdo também pode ser
um fator relevante no isolamento reprodutivo de espécies. Witzgall et al. (1991)
observaram que as fémeas de Spilonata ocellana (Denis & Schiffermiller) e S.
laricana (Heinemann) (Lep.: Tortricidae) compartiiham o mesmo feromonio sexual.
No entanto, a captura de machos de cada uma das espécies em armadilhas de
campo, é diretamente influenciada pelo tipo de hospedeiro onde a armadilha é
colocada, ou seja, machos de S. ocellana sao atraidos em armadilhas colocadas
em macieiras, enquanto que os de S. laricana, nas armadilhas de feromdnio

situadas em pinheiro.



54

Os resultados deste trabalho fornecem informagdes relevantes a respeito
da interferéncia de fatores fisioldgicos e fenolégicos na comunicacdo quimica de
G. molesta.

A possibilidade de n&o haver interferéncia do status de copula e da
condi¢ao alimentar na captura de machos a campo, é um resultado positivo, que
sustenta a confiabilidade da técnica de monitoramento. Desta forma, ndo se
estaria subestimando a densidade populacional do inseto em armadilhas em
virtude destes fatores. Apesar da percepgao quimica diminuir com o aumento da
idade e, possivelmente, haver menor captura de machos velhos, este parece nao
ser um fator relevante na interpretacao da armadilha, ja que estes machos teriam
um menor numero de encontros para cOpula com fémeas coespecificas e,
conseqguentemente, sua populacdo nao influenciaria significativamente na prole
da geracdo seguinte. Além disso, machos nao virgens ou virgens,
independentemente da condicdo alimentar, estariam sujeitos aos mesmos
mecanismos de desorientacdo utilizados na técnica de confusao sexual.

O fato de ambos os sexos serem mais seletivos ao extrato do broto de
pessegueiro, e este ter efeito aditivo na percepgao eletroantenografica, quando
em combinagdo com o feromdnio, sugere que substancias bioativas presentes
neste extrato, como o benzaldeido, possam ser empregadas em armadilhas de
campo, possibilitado a captura de ambos o0s sexos, 0 que, com certeza,

potencializaria a viabilizacdo desta ferramenta em agroecossistemas.



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e nas condi¢ées em

que foram realizados os bioensaios, foi possivel concluir que:

a idade, o status de cépula e a condicdo alimentar ndo interferem na
percepcao eletroantenografica de machos de Grapholita molesta ao

feromonio;

o0 comportamento quimiotaxico de machos de Grapholita molesta, em
diregdo ao feromonio, diminui com o avango da idade e nao € influenciado

pelo status de cépula e condicao alimentar;

o extrato de broto de pessegueiro desencadeia as maiores respostas

eletroanteonogréficas de Grapholita molesta, em ambos 0s sexos;

o status de copula de fémeas e a condigdo alimentar, em ambos 0s sexos,
néo interferem na percepgao eletroantenografica de Grapholita molesta ao

broto de pessegueiro;

a percepc¢ao eletroantenografica de fémeas de Grapholita molesta ao broto

de pessegueiro varia com a idade;
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0s volateis de broto de pessegueiro provocam um feito aditivo na
percepcao eletroantenografica de machos de Grapholita molesta ao

feromonio;

a interacdo de volateis de broto de pessegueiro com feroménio, nao
interfere no comportamento quimiotaxico de machos de Grapholita

molesta.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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