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REsumo

O estudo dos aspectos comportamentais de Anastrepha zenildae associados aos
aspectos da biologia geral dos tefritideos, pode favorecer os programas de
monitoramento ¢ controle dessa mosca-da-fruta de importancia econdmica e
bastante presente no estado do Rio Grande do Norte. Para caracterizar o perfil da
atividade diaria de 4. zenildae foram estudados os comportamentos de descanso,
locomogao, alimentagdo, limpeza, corte, copula e oviposi¢ao de animais mantidos
em ciclo claro/escuro 12:12h (750:<1 lux), com temperatura controlada (26%2 °C).
As observagdes foram feitas em grupos de 16 machos e 16 fémeas por geracao
(parental a F5) durante trés dias consecutivos para cada geragdo, sendo registrado
freqiiéncia e hordrio de ocorréncia utilizando técnica varredura, em janelas de 15
minutos a cada hora com registro a cada minuto. Os comportamentos de corte,
copula e oviposicdo foram observados pela técnica de “todas as ocorréncias”,
registrando-se freqiiéncia, horario e duracdo. O descanso foi mais freqiiente e os
machos descansaram mais que as fémeas. A locomocdao foi mais evidente na
primeira metade da fase de claro e as fémeas se locomoveram mais que os
machos. Os comportamentos de limpeza e alimentagdo foram mais freqiientes na
segunda metade da fase de claro em ambos os sexos, com as fémeas alimentando-
se mais que os machos. Os machos agruparam-se em leks com comportamento de
corte caracterizado pela vibragdo de asa e liberagao de feromonio. A corte ocorreu
com maior freqii€ncia 4 a 7 horas apds o acender das luzes (81,9%) e a copula 6
horas apos acender das luzes. O tempo médio de copula foi de 58,1+40,4 min, com
tentativas de copula dentro e fora do lek e comportamento agressivo entre os
machos no /ek. O comportamento de oviposic¢ao foi similar ao descrito para outras
espécies do género, com pico entre 2 ¢ 3 horas apds o acender das luzes e duracao
média de 43,7+34,8 segundos e tamanho da postura variando de 2 a 5 ovos. De
acordo com resultados, o comportamento sexual em A. zenildae difere

temporalmente de outras espécies simpatricas do género, favorecendo o



isolamento reprodutivo, bem como a utilizacdo de recursos como substrato para

oviposigao.



ABSTRACT

The knowledge of Anastrepha zenildae behavioral aspects combined with the
biology of Tephritidae may contribute to monitoring and control programs of this
fruit fly that is considered as economically important to the Rio Grande do Norte
state. In order to characterize the daily activity profile of this species, we studied
the behaviors of resting, locomotion, feeding, cleaning, courtship, copulation and
oviposition of animals submitted to an artificial 12:12h light-dark cycle (750:-
1lux) with controlled temperature (262 °C). The observations were made with
groups of 16 males and 16 females during 3 consecutive days each generation
from parental to F5. Resting, locomotion, feeding and cleaning data were recorded
as frequency and time of occurrence by scanning technique in 15 minutes
windows per hour, with a record each minute. Courtship, copulation and
oviposition were recorded as frequency, time of occurrence and duration by all
occurrences technique. Resting was the most frequent behavior with males resting
more than females. Locomotion was more evident in the first half of the light
phase with higher values in females. Cleaning and feeding behaviors were more
frequent in the second half of the light phase for both sexes with females eating
more frequently than males. During the courtship, males were grouped in lek
formations showing wings vibration and pheromone liberation. Courtship occurred
more frequently 4 to 7 h after lights on (81,9%) with copulations being more
frequent 6 h after lights on with a mean duration of 58,1+40,4 min. Copulation
attempts were observed in males inside and outside the lek with aggressive
behavior being observed only between males in the lek. Oviposition behavior was
similar to that described for other species of the genus with a peak of this activity
2-3 h after the lights on, mean duration of 43, 7£34, 8 sec and 2 to 5 eggs by
event. According to the results, sexual behavior of A. zenmildae is temporally
different of other sympatric species of the genus, being favorable to the

reproductive isolation as well as the use of resources as oviposition substrate.
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INTRODUCAO

A fruticultura vem se destacando mundialmente como uma das atividades
em amplo crescimento, devido a grande demanda por frutas frescas. No Brasil, a
exportacdo de frutas in matura tem uma importancia relevante na balanga
comercial, produzindo um aumento considerdvel de area plantada e
conseqiientemente, aumentando a geracdo de renda e empregos, além de
investimentos nas areas de producdo e comercializagdo. Nos ultimos anos, a
balanca comercial de frutas aumentou significativamente, passando de 50 milhdes
de dolares em 2000 para quase 300 milhdes em 2006. As principais frutas
responsaveis por esse crescimento foram banana, citros (laranja, lima/limao e
tangerina), ma¢d, mamao, manga, meldo e uva (IBRAF 2007). No entanto, os
mercados consumidores estdo cada vez mais exigentes no que diz a respeito a
qualidade da fruta, tanto por questdes de seguranca alimentar, como também pela
preocupacdo com a introdu¢do de espécies exoticas de insetos praga,
principalmente moscas-das-frutas, que provocam danos diretos nos frutos e
prejudicam sua comercializagao.

Os paises importadores t€m como pré-requisito a quarentena vegetal, o que
eleva os custos da produgdo e comercializagao. Portanto, o comércio de frutas esta
na dependéncia do controle populacional desses insetos, o que obriga os paises

exportadores a aperfeigoarem suas técnicas de manejo e controle de moscas-das-



frutas. Isso decore do fato da presenga desses insetos praga, mesmo em pequenas
populacdes, limitar a exportagdo de frutas, podendo implicar no desaparecimento
de toda uma area fruticola.

Devido a grande diversidade de hospedeiros com frutos amadurecendo em
diversas épocas do ano, além do aumento da producgdo, a densidade populacional
das moscas-das-frutas pode manter-se alta, favorecendo a ampliagdo e distribui¢ao
geografica das espécies, sendo necessario o monitoramento populacional com
posterior acdo de controle integrado. Para isso, sdo necessarios levantamentos
populacionais diretamente de frutos hospedeiros, para se conhecer as espécies de
importancia econdmica em determinada regido.

A regidao nordeste do Brasil estd inserida no mercado de producdo e
exportacao de frutas tropicais. A quantidade ¢ a variedade de frutas produzidas no
Nordeste Brasileiro t€ém aumentado nos ultimos anos; com destaque para o
aumento na producao e consumo do meldao. Como principais estados produtores,
destacam-se Rio Grande do Norte, Ceard e Bahia, cujas areas plantadas
correspondem a 83,7% da area total cultivada no pais (Azevedo et al 2005). O Rio
Grande do Norte ¢ um dos estados que se destaca nesta atividade, com grandes
areas de fruticultura irrigada no semi-arido, visando principalmente a exportagao
de frutas tropicais, com destaque para o meldo. As perspectivas para a safra 2007
sdo de que as exportacdes de meldo, melancia, mamao e manga para a Unido
Européia ultrapassem as 200 mil toneladas (SECEX 2006). A produgdo de frutas

no Rio Grande do Norte concentra-se nas regides Mossoro-Assu e litoranea, com



grandes areas produtoras de frutas in natura e processamento industrial (Araujo et
al 2000). Um dos fatores que favorecem a producao e exportagao de frutas como o
melao, foi o estabelecimento da area livre de moscas-das-frutas das curcubitaceas
Anastrepha grandis, ocorrido em 1990 (Morgante, 1991; Aratjo et al 2000) e que
vem sendo mantida desde entdo, possibilitando a exportagdo do meldo sem
tratamento pos-colheita para varios paises.

No entanto, apesar da area livre, levantamentos populacionais de espécies
do género Anastrepha no estado apontaram a existéncia de 13 espécies: 4. alveata,
A. daciformis, A. dissimilis, A. fraterculus, A. macrura, A. manihoti, A. montei, A.
nascimentoi, A. obliqua, A. pickeli, A. serpentina, A. sororcula, A zenildae, além
de Ceratitis capitata. (Aratjo et al 2000). Do ponto de vista econdmico, sdao
consideradas de importancia: 4. fraterculus, A. obliqua, A. sororcula, A. grandis ¢
A. zenildae (Zuchhi 2000). Para muitas dessas espécies faltam estudos sobre as
caracteristicas bioldgicas referentes principalmente ao ciclo de vida e aos aspectos
comportamentais. Isto impde uma necessidade de conhecimento, sobretudo em
decorréncia da modificacdo de areas de vegetagcdo nativa ¢ do aumento de areas
plantadas, que favorecem o contato direto fruto-mosca, podendo gerar novos
ataques. Este ¢ o caso de A. zenildae, que vem sendo apontada em estudos de
levantamentos populacionais com relativa freqiiéncia e predominancia no Rio
Grande do Norte. Considerada como praga de goiaba no estado, 4. zenildae esta
também constantemente associada ao juazeiro (Zizipus joazeiro Mart.) da familia

Rhamnaceae (Araujo et al. 1996; Canal et al 1998; Araujo e Zucchi 2003).



Recentemente, em um estudo feito no semi-arido do Rio Grande do Norte, A.
zenildae foi apontada como a espécie que infestou a maior quantidade de frutiferas
de diferentes familias (Aragjo et al 2005).

O estudo dos aspectos comportamentais de A. zenmildae associados aos
aspectos da biologia geral dos tefritideos pode favorecer aos programas de
monitoramento e controle de moscas-das-frutas, ao fornecer subsidios para o
entendimento de como o padrdo comportamental pode afetar a dinamica
populacional. Além disso, os mecanismos comportamentais podem ser um
parametro chave para explicar a escolha e detecgdo de sitios de oviposi¢ao pelas
fémeas, assim como o isolamento reprodutivo e especiagdo. A andlise desses
processos associados a sinais de comunicacdo e seus efeitos sobre o
comportamento do individuo e da populagdo pode contribuir para o

desenvolvimento de novos métodos de manejo e controle de insetos praga.

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A FAMILIA TEPHRITIDAE

Biologia e ciclo de vida

As moscas-das-frutas sao insetos holometabodlicos (metamorfose completa),
com ciclo de vida apresentando as seguintes fases: ovo, larva, pupa ¢ adulto. A
duragdo média do ciclo de vida em condigdes de laboratorio e a temperatura de
25°C ¢ de aproximadamente 30 dias para A. fraterculus (Morgante 1991). O ciclo

de vida e a biologia desses insetos estdo na dependéncia das condi¢des ecoldgicas



do meio onde vivem especialmente o clima, a temperatura, o substrato de
oviposicdo (hospedeiro) e a disponibilidade de alimento (Salles, 2000). De acordo
com Fletcher (1989), a temperatura ¢ o fator ambiental mais significativo na
determinacdo do desenvolvimento dos estagios imaturos e da maturagdo de
adultos.

O ciclo de vida (Figura 1) inicia-se com a fémea ja sexualmente madura e
acasalada, que localiza o fruto hospedeiro e realiza a oviposi¢do. Nas puncturas,
um numero variavel de ovos dependendo da espécie ¢ depositado no mesocarpo do
fruto. Os ovos geralmente apresentam a forma eliptica de cor branca, com
diferencas morfoldgicas entre as espécies. Aproximadamente 72 horas apds a
oviposicdo, ocorre a eclosdo das larvas que passam a alimentar-se da polpa do
fruto. As larvas sdo dpodas com cabeca retratil e sua cor varia de branca a branca
amarelada.

A fase larval ¢ caracterizada por trés estagios definidos por mudas e com
modificagdes estruturais (Cruz et al 2000). No final da fase larval (estagio L3),
esta sai do fruto e enterra-se no solo para pupagdo a uma profundidade de 5 a 10
cm. As pupas geralmente medem cerca de 5 a 6 mm de comprimento por 2 a 2,5
mm de largura e permanecem no solo por aproximadamente 10 a 15 dias,
dependendo das condigdes ambientais (Morgante 1991). Em seguida, emergem os
adultos recomecando o ciclo. Os insetos adultos apresentam um padrdo alar
caracteristico, com coloragdo em geral amarela e desenhos nas asas em forma de

"S" e "V" invertido, além de manchas no metanoto e variagdo no comprimento e



forma do ovipositor das fémeas (Zucchi, 1979). A longevidade maxima do adulto
dura cerca de 160 dias a temperatura de 25 °C (Salles 1992b).

Com base nas caracteristicas fisioldgicas e ecoldgicas, os tefritideos estao
divididos em dois grupos (Bateman 1972), espécies univoltinas e multivoltinas. As
espécies univoltinas como as do género Rhagoletis, por exemplo, apresentam uma
geragdo anual, com diapausa no inverno, e estao distribuidas nas regides de clima
temperado. As espécies multivoltinas, apresentam mais de uma geracdo anual,
geralmente sem diapausa de inverno, ocorrem nas regioes tropicais e subtropicais,

como por exemplo, as espécies do género Anastrepha.
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Figura 1 — Ciclo de vida de Anastrepha fraterculus (Salles 2000)
Com relacao ao padrao de utilizagdo de hospedeiros, esses insetos estao
classificados em trés tipos (Fletcher, 1989). As espécies monofogas exploram uma
unica espécie de planta pertencente a um mesmo género ou familia; as espécies

oligdfagas utilizam um pequeno numero de hospedeiros, em geral da mesma



familia, e as espécies polifagas, exploram muitas espécies de plantas de diferentes
familias.

De acordo com Malavasi e Morgante (1981), a populacao de adultos esta na
dependéncia da fenologia da planta hospedeira. Na auséncia desta, ocorre um
decréscimo na populacao, o que pode causar ataque a uma nova planta hospedeira.
As espécies polifagas provavelmente possuem distribuicao geografica mais ampla
do que as espécies consideradas especialistas, muitas vezes apresentando
sobreposi¢cao na maior parte da sua distribuigdo geografica e podendo utilizar o
mesmo hospedeiro.

O conhecimento das espécies de moscas-das-frutas ¢ obtido a partir de
levantamentos populacionais realizados por meio da coleta de frutos hospedeiros
infestados e da utilizacdo de armadilhas com atrativos alimentar e sexual, com
posterior identificagdo taxondmica. Algumas espécies de moscas desse género
possuem um padrdo alar caracteristico, sendo morfologicamente muito
semelhantes.

Dentro da familia Tephritidae, a existéncia de espécies morfologicamente
semelhantes e isoladas reprodutivamente (cripticas) ¢ um fenomeno comum. No
género Anastrepha destaca-se o “grupo fraterculus”, que se refere a espécies
proximas de A. fraterculus, mas que sdo morfologicamente distintas da mesma,
como as espécies A. sororcula, A. obliqua ¢ A. zenildae. De acordo com Mayr
(1970), espécies cripticas podem ser definidas como populacdes naturais

morfologicamente semelhantes ou idénticas que sao reprodutivamente isoladas.



A descoberta de um conjunto de populagdes de A. fraterculus de dificil
identificagdo morfologica, mas biologicamente distintas, foi denominado de
“complexo fraterculus” (Zucchi 1977). Estudos analisando o loci enzimético de
populacdes de A. fraterculus de diferentes regides geograficas propuseram a
existéncia de grupos diferentes de espécies de A. fraterculus (Morgante et al
1980). Posteriormente, estudos de grupos distintos de 4. fraterculus apresentando
caracteristicas morfoldgicas, cariotipicas e moleculares diferentes mostraram que
existem variagdes consideraveis dentro do “complexo”, indicando que o processo
de especiacdao possa estar ocorrendo (Selivon 1996, Selivon e Perondini, 1998;
Yamada e Selivon 2001; Selivon 2000, Smith-Caldas et al 2001, Selivon et al
2005).

O estudo dos aspectos comportamentais e sua distribui¢do temporal,
principalmente daquelas categorias que favorecem a reproducdo e a descendéncia
do individuo, podem auxiliar na distingao de espécies proximas (irmas), uma vez
que o comportamento pode ser analisado dentro do contexto ecologico e evolutivo

da espécie.

Distribuigdo Geografica
A familia Tephritidae, uma das maiores dentro da ordem Diptera, apresenta

ampla distribuigdo geografica, ocorrendo em regides de clima tropical, subtropical

e temperado. (Bateman 1972). Dentro da familia Tephritidae, seis géneros se



destacam como pragas de grande importancia economica na fruticultura. O género
Anastrepha tem ampla distribuicdo Neotropical; o género Bactrocera ocorre na
Asia tropical, Australia e Ilhas do Pacifico e tem distribui¢do secundaria na Asia
temperada, Africa tropical, sul da Europa e norte da América do Sul (Suriname e
Guiana Francesa); o género Ceratitis ocorre em toda a Africa, sul da Europa (Zona
do Mediterraneo), Oriente Médio, todas as Américas, Caribe, Australia e Ilhas do
Pacifico; o género Dacus se distribui em toda Africa tropical, subcontinente
indiano, Ilhas do Oceano Indico, Oriente Médio e Australia; o género Rhagoletis
ocorre na América do Norte, Europa, América do Sul e Central; e o género
Toxotrypana nas Américas do Norte, Central e do Sul (Malavasi et al 2000).

No Brasil, os tefritideos de importdncia econdmica sdo representados por
quatro géneros. A espécie Ceratitis capitata, unica representante do género no
Brasil, foi introduzida e esta distribuida em todas as regides do pais, associada a
uma grande variedade de hospedeiros, tanto nativos como exoéticos (Carvalho
2007). O género Bactrocera estd representado pela espécie B. carambolae ou
mosca-da-carambola, também uma espécie exotica que foi introduzida no Brasil
vinda do Suriname. Esta espécie foi identificada pela primeira vez em 1996 na
regido do Oiapoque, estado do Amapa, por meio de agdes de prevengao, controle e
erradicagdo do Programa de Erradicacdo da mosca-da-carambola, sob coordenagao
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Recentemente
ela foi identificada na divisa do Pard e Amapa, saindo da regido do Oiapoque

(IBRAF 2007).



O género Rhagoletis esta representado pelas espécies R. adusta, R.
blanchardi, R. ferruginea e R. macquarti na regidao sul do Brasil, referidas como
pragas esporadicamente. O género Anastrepha apresenta aproximadamente 94
espécies, das quais sete sdo importantes do ponto de vista econdmico 4. grandis,
A. fraterculus, A. obliqua, A pseudoparallela, A. sororcula, A. striata, e A.
zenildae (Zucchi, 2000).

De acordo com Morgante (1991), a distribuicdo de uma determinada
espécie de mosca-das-frutas, esta relacionada com a presenca de plantas
hospedeiras. Apesar de polifagas, algumas espécies apresentam preferéncia por
determinado hospedeiro, considera hospedeiro primario. No entanto, quando o
hospedeiro preferido acaba seu periodo de frutificacdo, estas migram para outro,
podendo utilizar trés ou mais hospedeiros, o que demonstra uma grande
capacidade de adaptacao. Malavasi et al (2000) observaram que, dentro da grande
diversidade de plantas hospedeiras utilizadas pelas espécies de Anastrepha, quatro
espécies utilizam preferencialmente frutos hospedeiros representantes da familia
Myrtaceae, sendo estas A. fraterculus, com grande concentracdo nas regioes sul e
sudeste do Brasil, seguida de A. obliqua ¢ A. striata na regiao norte, A. sororcula e
A. zenildae na regido nordeste. Estas ultimas, por serem mais adaptadas a climas
secos, sao encontradas com maior freqliéncia nas regides do semi-arido.

A. zenildae apresenta distribui¢ao geografica com registro de ocorréncia em
varios estados brasileiros (Cannal et al 1998), sendo um desses o Rio Grande do

Norte. Generalista e morfologicamente semelhante a outras espécies do seu grupo
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taxonOmico, tem como principais hospedeiros o jua (Zizipus joazeiro Mart.) da
familia Rhamnaceae e a goiaba (Psidium guajava L.) da familia Myrtaceae.
Recentemente foi encontrada em cajarana (Spondias sp.) da familia
Anacardiaceae, em acerola (Malpighia emarginata) da familia Malpighiaceae e
em kunquant (Fortunella sp.) da familia Rutaceae, sendo os dois ultimos
hospedeiros exdticos (Araujo et al 2005).

Em areas da caatinga, tem sido registrada uma predominancia de A.
zenildae ¢ A. sororcula em frutos de goiaba, provavelmente em fun¢dao do
estabelecimento de pomares irrigados que permite a disponibilidade de frutos o
ano inteiro e, por conseqiiéncia, da mosca (Canal et al. 1998b; Aratjo e Zucchi,
2003; Zucchi, 2000; Aratjo et al. 2005; Moura ¢ Moura 2006). O aumento de
areas cultivadas com frutiferas tem acarretado uma ampliagao e distribuicao
geografica das espécies de moscas-das-frutas, necessitando de constantes
monitoramentos € levantamento populacional desses insetos nos pomares
comerciais, além de detectar espécies introduzidas ou mesmo invasdes incipientes.
Muitas pesquisas sao realizadas com o objetivo de auxiliar o estabelecimento de
politicas publicas voltadas para a adocdo de medidas quarentenarias e de
erradicagdo dessas pragas. No entanto, muitos aspectos da biologia basica
precisam ser esclarecidos. Os estudos sobre os aspectos comportamentais destes
insetos podem ser fundamentais para se entender as causas de preferéncia por
hospedeiros, as respostas diferenciais entre sexos, os padrdoes de corte e

acasalamento e os sinais envolvidos na escolha da fémea, que podem fornecer
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grande contribuicdo para a elaboracdo de métodos e técnicas do controle a

erradicagdo das espécies pragas.

Aspectos comportamentais e sua distribuigdo temporal

Como na maioria dos organismos, os insetos exibem um nivel de
organizacdo que leva o comportamento a ocorrer com maior freqiiéncia em um
horério particular dentro do ciclo diario de 24 horas. Essas oscilagdes periddicas
sao conhecidas como ritmicidade circadiana ¢ refletem a interacdo entre os
relogios bioldgicos e os ciclos naturais aos quais estdo submetidos, sendo o ciclo
dia/noite (claro/escuro) um dos mais evidentes. Dentro dos ritmos circadianos o
periodo da oscilacdo pode ser sincronizado pelos ciclos ambientais externos, as
influéncias externas capazes de sincronizar o relogio biologico sdo designadas
zeitgebers, um termo alemao que significa doador de tempo. Devido a essa
interagdo, os insetos exibem nichos temporais durante os quais executam suas
atividades, podendo ser diurnos, noturnos ou crepusculares (Saunders 1978). Essa
organizacao temporal lhes confere vantagens adaptativas, permitindo-lhes ajustar a
fisiologia e o comportamento as mudangas periddicas do ambiente.

Os sistemas circadianos também chamados de osciladores endogenos,
marcapassos ou relogios biologicos, sdo compostos por trés componentes
principais: as vias de entrada (fotorreceptores e vias visuais), através das quais o

agente sincronizador como o ciclo claro/escuro arrasta o oscilador ou relégio para
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o periodo do ciclo ambiental, o relogio, que gera a oscilagdo circadiana, ¢ as vias
de saida, pelas quais o relogio transmite a informacdo temporal ao resto do
organismo permitindo a expressdao dos ritmos fisioldgicos € comportamentais
através dos sistemas efetores (Page, 1985; Moore1999). A identificacdo dos
componentes do sistema circadiano em insetos tem sido de fundamental
importancia para se entender as bases moleculares da ritimicidade bem como para
se entender os niveis de organizacao deste sistema.

Helfrich-Forster et al (1998) identificaram e caracterizaram
anatomicamente os marcapassos circadianos de diferentes grupos de insetos
apontando a existéncia de dois marcapassos centrais. Um dos marcapassos estd na
medula acessoéria, sendo composto de um grupo de neuronios situados na base do
lobulo 6ptico, que compreende o centro neuroendocrino do cérebro do inseto
(Homberg et al 2003), e outro localizado no 16bulo 6ptico. Posteriormente, Nassel
et al (1993) e Stengl e Homberg (1994) localizaram neurdnios contendo um
neuropeptideo conhecido como fator dispersante de pigmento (PDF) que ¢
apontado como uma das vias de saida da medula acessoria para outras regides do
cérebro. (Homberg et al. 1991; Helfrich-Forster et al. 2000). De acordo com
Helfrich-Forster (2004), o sistema circadiano dos insetos estd anatomicamente e
funcionalmente conectado ao sistema Optico ¢ possui multiplas vias de saida,
permitindo a sincronizacdo com o ciclo claro/escuro ambiental, bem como o

controle de diversas fungdes endocrinas e comportamentais.
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Em drosofilas, o relogio circadiano localizado na medula acessoéria, contém
grupos de neurdnios que sdao diferentes morfologicamente e fisiologicamente e
estdo divididos em neurdnios laterais (LNs) e os neurdnios dorsais (DNs). Cada
grupo estd subdividido em outros grupos de neurdnios de acordo as diferencas
anatomicas e bioquimicas (Helfrich-Forster 2003). Os LNs s3o considerados os
neurdnios principais na geragao de ritmos sob condi¢des constantes contendo o
neuropeptideo PDF. Foi sugerido que esse grupo de neurdnios representa o
oscilador matutino de acordo com o modelo de oscilador duplo proposto por
Pittendrigh e Daan (1976). Enquanto os neuronios DNs, sdo importante
componente do oscilador vespertino (Grima et al 2004; Rieger et al 2006).

A descoberta de osciladores periféricos situados fora do sistema nervoso
central, sensiveis a luz e fazendo parte do sistema circadiano e seus mecanismos
de acdo, reforca a hipétese de um sistema de multiplos osciladores (Glossop et al
2002). No entanto, os mecanismos de acdo € o0 modo como os reldgios circadianos
estdo organizados dentro de um sistema que coordena a integracao temporal ainda
nao estdo totalmente esclarecidos.

Em dipteros, algumas etapas do desenvolvimento e do ciclo de vida
ocorrem com um pico restrito a um determinado momento do dia, no qual as
condigdes seriam as mais adequadas. O pico de eclosdo nos crepusculos
(amanhecer e entardecer) pode ser uma adaptacdo a flutuacdo diaria de
temperatura e umidade relativa do ar, favorecendo tanto a expansao das asas como

evitando a predagao.
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Nos tefritideos, estudo de Smith (1989) indicou a existéncia de um nivel de
organizacdo que leva a expressao de comportamentos com maior freqliéncia em
um horario particular do dia. Estudos realizados com o género Bactrocera
demonstraram que os genes do reldogio podem estar envolvidos no controle do
ritmo circadiano da atividade de acasalamento, sugerindo que a sua agdo pode
causar isolamento alocrénico (An et al 2002; Miyatake et al 2002, An et al 2004).

No género Ceratitis, observagoes do padrao de atividade diaria de machos e
fémeas na espécie C. capitata indicaram que as atividades relacionadas ao
comportamento sexual, oviposi¢do ¢ locomogao ocorrem ao longo da fotofase. O
comportamento de corte e copula acontece em dois momentos, com um pico maior
pela manha e outro no inicio da tarde (Hendrichs et al 1990; Whittier et al 1992).
Para a atividade de oviposi¢gao também foi observada a ocorréncia de dois picos ao
longo do dia, sendo 20% desta atividade nas primeiras horas da manha e 71% no
final da tarde (Hendrichs et al 1990).

Com relacdo as moscas-das-frutas do género Anastrepha existem poucas
informacdes sobre o perfil de atividade durante o ciclo de 24 horas, sendo a
maioria dos registros realizados durante a fotofase.

Durante o desenvolvimento, dois tipos de comportamentos tém mostrado
ritmicidade diaria. Em A. suspensa, larvas no terceiro instar, prontas para sair do
fruto, segue um padrao diario distinto, saindo do fruto para se enterrar no solo no
final da tarde, inicio da noite ou as primeiras horas da manha (Aluja et al. 2000).

No comportamento de emergéncia de adultos, Aluja et al. (1993) observaram que
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adultos de A. ludens emergiram entre 0600 e 1000 h, enquanto que os de 4. striata
entre 0900 e 1200 h. Em 4. benzi, este comportamento ocorre entre 1500 e 1800 h
(Santos et al 1993).

Estudos feitos em laboratdorio e em campo (Aluja et al. 1983; Makavasi et
al. 1983; Silva, 1991; Sugayama, 1996) verificaram que individuos adultos, de um
modo geral, exibem um alto grau de plasticidade em relacdo a maioria das
atividades diarias, sendo estas bastante influenciadas por fatores abioticos,
principalmente temperatura, luz e umidade (Aluja et al. 2000). Uma das principais
atividades dos adultos sdo seus movimentos de deslocamento. De acordo com
Bateman (1972 e 1976), as moscas-das-frutas podem apresentar dois tipos de
movimentos: os nao dispersivos, relacionados as atividades de alimentagdo,
acasalamento e oviposicao, e os dispersivos ou migratorios, que ocorrem quando
diminui a disponibilidade de recursos para sua sobrevivéncia, bem como de frutos
que sirvam de sitios de oviposi¢do. Em Anastrepha, os movimentos observados
com mais freqiiéncia sdo nao-dispersivos e estdo relacionados ao forrageamento
por algum recurso. Sugayama et al. (1997) observaram que adultos de A.
fraterculus permanecem no pomar de macieiras durante a fotofase, mas nao
durante a noite. Ao anoitecer, as moscas se deslocam para areas de mata,
provavelmente devido a inadequacdao das macieiras como refugios. No inicio da
manha, retornam ao pomar.

A maioria dos tefritideos adultos necessita nutricionalmente de uma dieta

rica em proteinas, carboidrato, dgua, sais minerais e vitaminas do complexo B
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(Zucoloto 2000). Os trabalhos com enfoque no comportamento alimentar t€m em
sua maioria relagdo com o desenvolvimento de atrativos para monitoramento ou
utilizacdo de iscas toxicas (Sugayama e Malavasi 2000). Em adultos de
Anastrepha, o comportamento alimentar esta diretamente relacionado com o papel
da nutricdo na manutencdo do organismo, com a expressao do comportamento
sexual, sucesso de copula e reprodutivo (Drew e Yuval 2000). Estudos feitos com
A. suspensa indicaram que a produgdo ¢ emissdo de feromdnio pelos machos sao
dependentes da dieta (Landolt e Sivinsk 1992). Machos alimentados com uma
dieta sem proteina e aglicar produzem menos feromonio, diminuindo suas chances
de copular (Sivinsk et al 1994). Machos e fémeas necessitam de proteinas para
realizar seu potencial reprodutivo, principalmente em espécies que t€m lek como
estratégia de acasalamento com grandes gastos de tempo e energia (Shelly e
Whittier 1997).

As principais fontes de alimentos na natureza sao: secre¢ao e exsudados de
folhas, graos de polen, néctar, fezes de passaros, leveduras e bactérias (Bateman,
1972; Prokopy 1976; Hendrick e Prokopy 1994). Dentro do género Anastrepha
observa-se uma variagdo temporal e espacial na expressio do comportamento
alimentar. Na natureza esta expressdao ¢ afetada principalmente pelas condigdes
ambientais e disponibilidade de recursos. Em A. fraterculus foi observada uma
diferenca no horario de alimentagdo entre machos e¢ fémeas, com os machos
alimentando-se no meio da tarde e as fémeas ao longo do dia (Malavasi et al

1983). Em A. obliqua, Aluja e Birke (1993) verificaram uma expressao bimodal
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no comportamento alimentar com picos no inicio da manha e no final da tarde.
Nas espécies A. striata e A. suspensa este comportamento ocorre ao longo do dia
com um pico no meio da manha (Aluja et al 1993; Landolt e Davis-Hernandez
1993). De acordo com Aluja (1994), em Anastrepha, o horario em que ocorre o
comportamento alimentar, dependendo das condigdes do ambiente, ¢ mais flexivel
do que o horario em que ocorrem as atividades sexuais.

Uma variacdo na modalidade de expressao do comportamento alimentar foi
evidenciada. Aluja et al (2000) definiram quatro tipos: pastagem — o toque da
proboscide varias vezes seguidas sobre a superficie do alimento, observado em
Rhagoletis pomonella (Hendrichs et al 1992); succao — estender a probdscide para
absorver liquido de um fruto, de gota de agua ou fezes frescas de passaros;
borbulhar- formag¢dao de uma bolha liquida de tamanho variado na probdscide
quando as moscas estdo imdveis; regurgitacdo — deposi¢do de uma série de gotas
regurgitadas sobre a superficie da folha ou fruto e a reingestdo, observado em
varias espécies de Anastrepha.

Com relagdo ao comportamento sexual, os tefritideos exibem
comportamentos caracteristicos. Machos de muitas espécies secretam feromonios
para atrair as fémeas (Sivinsk e Burk 1989). Dentro do género Anastrepha sao
observados dois tipos de estratégias no comportamento de corte e copula: a copula
forcada e formagdo de lek. As espécies monodfagas e univoltinas empregam a
copula forcada. Cada macho estabelece e defende um territério em uma planta

hospedeira contendo frutos suscetiveis a oviposicao, e quando a fémea o invade,

18



procurando por sitios de oviposi¢ao, ele forca a copula (Sivinski e Burk, 1989).
Dentro do género, A. bistrigata ¢ a tinica espécie na qual foi observado este tipo de
estratégia (Selivon, 1991).

De acordo com Emlen e Oring (1977), leks sao agregagdes de machos que
as fémeas visitam somente com o proposito de acasalar, ndo estando relacionado
com defesa de recursos nem cuidado parental (Bradbury e Gibson, 1981). Aluja e
Birke (1993) definiram lek para espécies do género Anastrepha como sendo uma
agregacao de pelo menos trés machos em uma area claramente definida, exibindo
comportamento de chamada simultaneamente.

A estratégia de formacgdo de lek ¢ adotada pelas espécies polifagas e
multivoltinas. Neste tipo de estratégia, um macho emite sinais que atraem outros
machos para um local de exibi¢do comunitaria. Os machos se agrupam em uma
area e iniciam elaboradas seqiiéncias de comportamentos de chamada, envolvendo
liberagao de feromonio sexual e vibracao das asas com producao de sons, atraindo
fémeas sexualmente receptivas. ApOs interagir com varios machos, a fémea ¢
capaz de discriminar e copular com apenas um macho. Geralmente o encontro
ocorre nas folhas das plantas hospedeiras (Prokopy 1980).

A formagao de lek ¢ a estratégia mais freqliente no género Anastrepha e foi
observado em varias espécies dentre elas A. ludens, A. obliqua (Malavasi, 1984;
Aluja et al. 1983), A. suspensa (Dodson, 1982), A. fraterculus (Morgante et al.
1983), A. sororcula, A. pseudoparalela (Teles da Silva et al. 1985), A. grandis

(Silva, 1991), A4. striata (Selivon, 1991; Aluja et al. 1993) e 4. serpentina (Aluja et
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al. 1989). Nestas espécies a copula é determinada pela escolha da fémea (Headrick
e Goeden, 1994), podendo durar de alguns poucos minutos até horas.

Espécies de Anastrepha exibem comportamentos de corte e copula em
horérios diferentes do dia, apresentando padrdes temporais espécie-especificos
refor¢ando a idéia da existéncia de processos de especiagdo alocronica (Malavasi
et al. 1983; Morgante et al. 1993; Selivon e Morgante 1997; Aluja et al. 2000;
Henning e Matioli 2006). Essa variagdo temporal no comportamento de
acasalamento tem conseqii€éncias ecologicas importantes, podendo causar
isolamento reprodutivo entre populagdes que vivem em simpatria ¢ que podem
utilizar o mesmo hospedeiro, como € o caso de A. fraterculus, A. zenildae, A.
sororcula e A. obliqua (Aratjo e Zucchi, 2003; Araujo et al. 2005). Portanto, a
diferenca temporal seria o0 mecanismo de isolamento pré-zigético utilizado para
evitar hibridagdao (Miyatake e Shimizu 1999; Miyatake et al 2002).

ApoOs a copula, as fémeas estdo aptas a realizar o comportamento de
oviposi¢cdo que ¢ considerado um dos mais criticos em insetos holometabdlicos,
uma vez que a sobrevivéncia da prole e a continuidade da espécie dependem da
escolha do hospedeiro adequado por parte da fémea. As larvas possuem pouca
mobilidade e dependem dos recursos nutritivos selecionados pelas fémeas adultas
no momento da postura (Singer 1986; Renwick 1989).

Em Anastrepha, ¢ observado que o comportamento de oviposi¢ao segue um
padrdo com uma seqiiéncia de movimentos bastante estereotipada e grandemente

influenciada pelas condi¢des do ambiente. De acordo com esse padrao, a fémea
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chega ao fruto e faz o reconhecimento (procura/exame) percorrendo a superficie
do fruto, tocando-o com a parte anterior da cabega, o labelo e a bainha do
ovipositor. Quando encontra um local para ovipositar, para de andar e aumenta o
movimento com a cabega. Em seguida, insere o aculeo na polpa do fruto, oviposita
e depois percorre novamente a superficie do fruto arrastando o ovipositor. Durante
essa etapa ocorre a deposi¢ao de feromdnio marcador de hospedeiro, sinalizando
para co-especificas que aquele fruto ja foi infestado (Sugayama e Malavasi, 2000).
Essa etapa foi observada para varias espécies do género, incluindo as que fazem
parte do “grupo fraterculus” e que vivem em simpatria (Prokopy et al 1982; Aluja
et al 1998b). No entanto, infestacdoes simultdneas em frutos hospedeiros foram
detectadas, como em goiaba (Psidium guajava L.), onde sdo encontrados
individuos de varias espécies de Anastrepha e também de Ceratitis capitata em
um unico fruto, o que reflete uma competicao direta para sobrevivéncia da larva.

A atividade de oviposicdo estd na dependéncia de fatores como
disponibilidade de hospedeiros e tipo de hospedeiro, se primario ou secundario.
Barros (1986) verificou em A. fraterculus a probabilidade de 70% de realizagao de
punctura com deposicdo de ovos quando o fruto era hospedeiro primario, neste
caso a goiaba. Sugayama et al (1997) observaram nesta espécie, que 49% das
visitas ao fruto ndo resultavam em punctura. Outros fatores que influenciam a
atividade de oviposi¢do sdo: a qualidade do fruto (principalmente o grau de
amadurecimento), a evidéncia de oviposicao prévia por co-especifico detectada

pela presenca da deposicdo do feromdnio marcado de hospedeiro, a competi¢cao
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por hospedeiro, a experiéncia prévia e a presenca de co-especifica como facilitador
social. (Nufio e Papaj 2001; Aluja 2000; Diaz-Fleischer e Aluja 2003a; Diaz-
Fleischer e Aluja 2003b).

Variagdes no horario de ocorréncia do comportamento de oviposi¢ao e na
quantidade de ovos por punctura entre as espécies de Anastrepha foram
evidenciadas em estudos de campo e de laboratorio. Em A. obliqua, o
comportamento de oviposi¢ao ocorreu a partir das 0700 h (Aluja e Birke, 1993).
Malavasi et al. (1983) observaram em fémeas de A. fraterculus oviposi¢do ao
longo do dia com um pico entre 1000 e 1500 h, enquanto que Sugayama et al.
(1997) observaram nesta mesma espécie oviposi¢ao entre 1300 e 1800 h com um
pico entre 1600 e 1800 h. Aluja e Birke (1993) observaram que em A. striata, a
atividade de oviposigdo comegava as 0800 h e terminava as 1600, com um pico
entre 1200 e 1300 h. Em 4. ludens, fémeas ovipositam entre 1100 e 1400 h (Birke
1995).

O numero de ovos por postura ¢ bastante variavel entre as espécies. Em A.
obligqua foi observado 1 ovo por punctura ¢ em A. fraterculus de um a nove ovos,
com uma variagao de 7 a 39 segundos de duragdo no tempo de postura (Sugayama
et al. 1997). Em A. ludens foram encontrados de um a quarenta ovos (Berrigan et
al 1988) e em A. grandis mais de cem ovos por punctura (Silva 1991).

O estudo do comportamento e seus diferentes padroes correlacionados com
determinantes ecologicos tém possibilitado o desenvolvimento de técnicas de

manejo e controle de espécies consideradas pragas, além da grande contribuicao
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para os estudos de genética e evolucdo em muitas espécies de insetos. As
variagcoes nos horarios em que os comportamentos sdo expressos em Anastrepha
podem ser atribuidas a eventos fisiologicos € comportamentais que obedecem a
padrdes ritmicos circadianos controlados por relogios enddgenos, amplamente
influenciados por fatores ambientais, principalmente o fotoperiodo. O
conhecimento dos aspectos temporais pode proporcionar aos programas de
monitoramento o desenvolvimento de técnicas de manejo considerando o horario
em que determinadas atividades sdo mais evidentemente realizadas pelo animal,
sobretudo em ambientes onde sdo encontradas espécies morfologicamente
semelhantes e em simpatria, como € o caso de espécies do género Anastrepha.
Anastrepha zenildae (Zucchi), uma das espécies do género, tem se tornado
cada vez mais presente nos levantamentos populacionais tanto em frutos como em
armadilhas e, por ser generalista, passou a ter o status de praga de interesse
economico (Zucchi 2000), sobretudo no Estado do Rio Grande do Norte (Oliveira
e Macedo 2002). O conhecimento das caracteristicas comportamentais desta
espécie pode contribuir para o controle e preven¢ao da sua expansao populacional
como praga, além de elucidar questdes sobre a taxonomia dos grupos dentro do

género Anastrepha.
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Caracterizagdo da espécie em estudo

Anastrepha zenildae Zucchi (1979) ¢ uma espécie do “grupo fraterculus” que
apresenta o apice do ovipositor (actleo) muito semelhante a A. fraterculus (Wied.)
e muitas vezes tém sido confundida com esta. De acordo com Araujo et al. (1996),
o apice do ovipositor de 4. zenildae apresenta leve constricdo antes da serra, que
contém mais de 12 dentes de cada lado, ocupando 2/3 da por¢do apical, enquanto
que o apice do ovipositor de A. fraterculus apresenta constricdo antes da porcao
serrada e normalmente menos de 12 dentes de cada lado da serra, ocupando a
metade da porcao apical. Segundo Zucchi (1979), existe pouca diferenga no
comprimento do ovipositor nas duas espécies, sendo 1,8-1,9 mm em A. zenildae e
1,5 a 2,0 mm em A. fraterculus.

A. zenildae possui o térax com 2,7 a 3,0 mm de comprimento, faixas do
mesonoto pouco distintas e metanoto escurecido lateralmente, macroquetas pretas
e pilosidade amarelada. As asas apresentam 6,3-6,8 mm de comprimento com
faixas C e S unidas e a faixa V com vértice pouco distinto e isolada (Zucchi 1979)
(Figura 2).

De acordo com Zucchi (2000), as plantas hospedeiras mais utilizadas por 4.
zenildae sao da familia Myrtaceae. Também tem sido registrado como planta
hospedeira o jua (Zizyphus joazeiro) da familia Rhamanaceae (Araujo et al.
1996a). Em coletas ocasionais de frutos realizadas pela COEX (Comissao

Executiva da Area Livre de Moscas-das-frutas de Mossord- Assu-Areia Branca),
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verificou-se alto indice de infestagdo de frutos de goiaba por 4. zenildae, (em
torno de 94,5%), e 100% de infestagdo para jud (Aragjo et al. 2000).
Provavelmente as regides de caatinga possuem condigdes propicias para o
estabelecimento de A. zenildae. No entanto, para confirmar esta observagdo sao
necessarios estudos que esclarecam as influéncias bidticas e abioticas sobre a

espécie.

Figura 2 — Exemplares fémea ¢ macho adultos de Anastrepha zenildae.

Considerando que a espécie Anastrepha zenildae é de interesse econdmico e
que sua distribuigdo/freqiiéncia populacional vem aumentando bem como a
quantidade de hospedeiros utilizados por esta espécie, estudos que investiguem o
perfil comportamental e temporal de suas atividades didrias sdao de grande
importancia para o desenvolvimento de métodos que possam auxiliar no controle

dessa praga. Uma vez que ndo existem estudos anteriores sobre o perfil
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comportamental desta espécie, este trabalho tem por objetivo principal descrever e
caracterizar o comportamento de A. zenildae, enfatizando a sua distribuicao
temporal em laboratorio num ciclo claro/escuro 12:12 h de modo a:

* caracterizar o perfil didrio das atividades ligadas a alimentacgdo, limpeza,
locomocgao e descanso/parado.

* caracterizar os padrdes comportamentais que compoem os comportamentos
de corte e copula.

* caracterizar as atividades do comportamento de oviposigao.



MATERIAL E METODOS

Obtengdo dos animais

Os insetos da espécie estudada foram obtidos de frutos de jua (Zizipus
joazeiro Mart.) e goiaba (Psidium guajava L.) coletados no municipio de
Mossoro-RN (5 11° S— 37° 25°). Os frutos infestados foram colocados em
recipientes contendo vermiculita esterilizada como substrato para empupacgdo das
larvas. A vermiculita foi peneirada apos sete e quinze dias da coleta para obtencao
dos pupérios, que foram colocados individualmente em recipiente de acrilico
contendo vermiculita e fechados na base com tecido voile até a emergéncia dos
adultos. Apos a emergéncia, os adultos foram separados por sexo ¢ transferidos
para caixas de populagdo (30x30x30 cm), providas ad libitum com agua e dieta
artificial a base de hidrolisado de proteinas, Sustagem®, mel de abelha, agtcar
mascavo, extrato de levedura e agucar refinado.

As populacdes foram mantidas em sistema de geragdes descontinuas. Foi
utilizado o mamao (Carica papaya) como substrato para oviposi¢ao das fémeas e
desenvolvimento larval. Em seguida o mamao era colocado em vermiculita
esterilizada e peneirada em intervalos de sete dias para o recolhimento das pupas,
estas eram contadas e separadas por lotes etiquetados com a data da coletada, de

forma que cada lote de pupa correspondia a animais da mesma idade.
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Condigoes de manutengdo

Os insetos foram mantidos em uma sala com condigoes controladas de
temperatura (26£2 °C) e iluminagdo. O regime de iluminagdo foi organizado em
ciclo claro/escuro 12:12 h, com intensidade de 750 lux (2 lampadas fluorescentes
32W) na fase de claro e abaixo de 1 lux na fase de escuro (lampada incandescente

vermelha de 25 W), estando as luzes acesas entre 0700 e 1900 h.

Coleta de dados:

Registro comportamental

As observacdes comportamentais foram realizadas em ciclo claro/escuro
12:12 h, com intensidade de 750 lux na fase de claro e abaixo de 1 lux na fase de
escuro com luzes acesas entre 0700 €1900 h. As observagdes foram feitas de
forma direta por trés observadores com troca de turno a cada 3 horas, tendo sido
realizado dois experimentos pilotos antes da coletada de dados para padronizacao
das observagdes e tiveram duracdo de quatro meses. Foi realizado o teste de
concordancia entre os observadores sendo obtido o grau minimo de 90%.

Para este trabalho forma utilizadas seis geracoes (parental a F5). Durante as
observagdes utilizamos filmadora para registrar pelo menos trés vezes cada
comportamento. Foram observados os comportamentos de descanso, locomocao,
limpeza, alimentagdo e os comportamentos reprodutivos de corte, copula e

oViposic¢ao.
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Perfil dos comportamentos de descanso, locomogdo, limpeza e

alimentagdo

De cada geragdo foram escolhidos 32 animais ao acaso, 16 de cada sexo, e
colocados em gaiolas de acrilico (30x30x30 cm) separadas, sendo observados 96
machos e¢ 96 fémeas. As observagoes foram feitas através da técnica de
“varredura”, em janelas de 15 minutos a cada hora e registro a cada minuto,
durante trés dias consecutivos na semana para cada geragdo. Foi registrada a
freqliéncia dos episodios de cada um dos comportamentos a seguir:

e Descanso — imobilidade;

e Locomocao - deslocamento (andar ou voar) no piso, teto ou laterais da
gaiola;

e Limpeza - passar as pernas no corpo, nas asas € ou ovipositor;

e Alimentagao - proboscide toca seguidamente o alimento ou a agua

Comportamento reprotutivo

Corte e copula

Os comportamentos de corte e copula foram registrados utilizando-se a

técnica de “todas as ocorréncias” (Martin e Bateson, 1994), anotando-se



freqliéncia, duragao e horario. Foram utilizadas planilha de anotacao e filmadora
para permitir uma descricao detalhada das etapas comportamentais. Foi registrada
a freqiiéncia de episodios de corte caracterizado pela: liberagdo de feromonio -
protusdo da extremidade anal, distensdo da regido pleural e vibracao intermitente
das asas; formacao de /ek com no minimo trés machos agrupados e em exibi¢ao de
acordo com Aluja e Birke (1983); numero de machos no lek; tentativas de copula -
quando ocorria monta, mas nao introdu¢ao do edeago no ovipositor, com ou sem
lek; e copula efetivada - caracterizada pela monta com levantamento da bainha do
ovipositor da fémea e acoplamento no edeago. Para caracterizagdo destes
comportamentos foram utilizadas as definicdes de Sugayama e Malavasi (2000)
para o género Anastrepha.

Foram selecionados 16 machos ¢ 16 fémeas por geragao (total: 96 machos e
96 fémeas) entre o décimo quarto e o décimo sexto dia apds eclosdo. As

observacdes foram realizadas durante trés dias consecutivos para cada geragao.

Comportamento de oviposigdo

Todas as fémeas acasaladas foram marcadas com tinta guache de cor
diferente no térax com auxilio de um pincel fino. Em seguida foram colocadas em
gaiola de acrilico (30x30x30 cm) com agua e dieta artificial ad [libitum. As
observagdes foram feitas durante trés dias consecutivos para cada uma das seis

geragoes. Como substrato para oviposi¢ao foi utilizado mamao (Carica papaya),
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colocado no inicio da observagao 7:00 e retirado no final a cada dia 19:00 horas.

Foram registrados freqiiéncia, horario de chegada e o tempo no fruto, o
comportamento de procura ou reconhecimento (fémea percorre a superficie do
fruto, tocando-o seguidas vezes com o labelo e a bainha do ovipositor), as
tentativas de oviposi¢cdo (fémea levanta o abdomen e as patas traseiras e tenta
introduzir o aculeo em um angulo de aproximadamente 45°), a oviposi¢do (a
mesma postura anterior em angulo de 45° com punctura e inser¢do do actleo e
liberagdao de latex), o tempo de punctura, a laténcia (intervalo decorrido entre a
chegada ao fruto e o inicio da oviposi¢ao), o arrasto (fémea caminha na superficie
do fruto com o aculeo protraido, arrastando-o) e a limpeza (apds a inser¢ao e
arrasto a fémea passa as patas no ovipositor seguidas vezes).

Os registros foram feitos com o auxilio de um gravador Olympus S928,
crondometro digital, planilha e filmadora Sony. A caracterizacdo das etapas
(chegada, reconhecimento, punctura, arrasto do ovipositor e limpeza) foi feita com

base em Sugayama e Malavasi (2000) e Aluja et al. (2000).

Andlise dos dados

Os dados foram analisados em fun¢do da hora. Como os dados foram coletados
em regime de luz artificial, o horario estd definido como Hora do Zeitgeber (HZ). O
acender das luzes corresponde a 0000 HZ e o apagar a 1200 HZ.

Para analise estatistica, todas as freqii€ncias comportamentais (locomogao,

alimentacdo, limpeza, descanso, corte, tentativa de copula e copula, oviposi¢ao)
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foram analisadas utilizando estatistica ndo paramétrica apds a aplicagao do teste de
normalidade Kolmogorov-Smirnov. Esses comportamentos foram analisados em
funcao da hora de observagdao. As comparacdes foram feitas entre as horas e entre
os sexos utilizando o teste de Friedman e em caso de significancia, foi realizada a
comparacao dentro de cada varidvel utilizando o teste de Wilcoxon. Os testes
paramétricos foram empregados na andlise do tempo de permanéncia no fruto,
laténcia para a primeira oviposi¢do e duracdo da oviposicdo. Nestes casos foi
aplicada a MANOVA com o teste de Tukey como post hoc.

Para a analise da distribuicao horaria das frequéncias das atividades de A.
zenildae foi utilizado o teste de Rayleigh da estatistica circular que equivale testar
se os dados apresentam recorréncia periddica com base no comprimento do vetor
médio (r) que corresponde ao intervalo de confianga da acrofase (Batschelet,
1981).

As andlises foram feitas utilizando-se os programas Statistica e EI Temps,

com niveis de significdncia de 5% em todas os testes.
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RESULTADOS

O estudo totalizou 432 horas de observacao, ndo sendo encontrada diferenca

para as variaveis comportamentais em relagao as geracdes e dias de observagao.

Perfil dos comportamentos de descanso, locomogdo, limpeza e
alimentagdo

O perfil de atividade diaria de individuos adultos de A4.zenildae apresentou
regularidade na sua organizagdo temporal, com uma variagao horaria ao longo da
fotofase. O comportamento de descanso foi mais freqiiente tanto para machos
quanto para fémeas, variando significativamente de acordo com a hora (machos:
x2r=319,3; fémeas: X2r=305,0), com os machos permanecendo mais tempo em
descanso do que as fémeas (figura 3)

Além das frequéncias apresentadas na fotofase, o descanso representou
100% dos comportamentos realizados na escotofase, nao permitindo a analise pelo
teste de Rayleigh. Este comportamento foi observado ocorrendo principalmente
nas laterais e no teto da gaiola, onde as moscas permaneciam imdveis sem
deslocar as patas, tocando seguidas vezes o substrato (gaiola) com a probdscide.

O comportamento de locomogao foi mais evidente no inicio da fase de
claro, tanto para machos como para fémeas. Foi observada uma maior freqiiéncia

na primeira metade desta fase, com pico nas primeiras duas horas apds o acender
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das luzes para ambos os sexos, variando significativamente de acordo com a hora
do dia (x2r=251,4 para machos e 234,2 para fémeas), com as fémeas se
locomovendo mais do que os machos (figura 3). De acordo com o teste de
Rayleigh, o horario preferencial médio para machos foi as 0206 HZ (r=0,95;
p<0,05) e 0317 HZ para fémeas (r=0,80; p<0,05), correspondendo a uma
distribui¢do deste comportamento preferencialmente na primeira metade da fase
de claro (figura 4). Neste comportamento, as moscas se deslocavam pela gaiola
utilizando as laterais, o teto e o piso. Voos curtos também foram observados,
principalmente de uma lateral da gaiola para outra e do piso da gaiola para o teto.
O comportamento de limpeza apresentou maior freqiiéncia na segunda
metade da fase de claro em ambos os sexos (figura 4). As fémeas apresentaram
diferenca significativa com relagao a hora (X2r=122,3), com maior frequéncia em
0800 HZ (p<0,05). Neste comportamento, o horario correspondente ao angulo
médio foi as 0807 HZ para machos ¢ 0818 HZ para as fémeas (r=0,69 ¢ 0,75;
p<0,05). Demonstrando que este comportamento ocorreu preferencialmente na
segunda metade da fase de claro, o que corresponde a tarde (figura 4). Geralmente,
0 comportamento ocorria no piso e nas laterais da gaiola, principalmente apds os
episodios de alimentacdo, por ocasido do contato com o substrato onde se
encontrava o alimento (dieta). As moscas esfregavam as patas anteriores uma na
outra, tocando com a probdscide. A atividade de limpeza também foi observada
com frequéncia apds a copula. Os machos limpavam o final do abdomen

utilizando as patas posteriores e as fémeas, o ovipositor. Durante a etapa de
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inspecdo no substrato de oviposicdo ¢ apos a inser¢ao do actleo, as fémeas
também limpavam o ovipositor utilizando as patas posteriores.

No comportamento de alimentagdo, observou-se diferenca significativa
entre machos e fémeas (figura 3). Para as fémeas, esta atividade ocorreu
principalmente na segunda metade da fase de claro, com maior freqiiéncia entre
0700 ¢ 0800 HZ (*=197,3), enquanto que nos machos a maior frequéncia ocorreu
em 0600 HZ (y*=174,6). O horério correspondente ao angulo médio foi de 0645
HZ para os machos (r=0,74; p<0,05) e 0652 HZ para fémeas (r=0,72; p< 0,05), o
que corresponde a uma distribuicao preferencial deste comportamento a tarde
(figura 4). Foram observados episodios de comportamento agressivo tanto entre

machos como entre fémeas no substrato onde estava o alimento.
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Figura 3 - Numero de episddios (média = DP) dos comportamentos estudados de 4. zenildae
em ciclo claro: escuro 12:12 h (*p <0,05)
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Figura 4- Distribuicao horaria (médiatDP) e anguio médio caicuiado peio teste de Rayleigh para os

comportamentos estudados de 4. zenildae em ciclo claro: escuro 12:12 h.

Comportamentos de corte e copula

O comportamento de chamada dos machos caracterizou-se pela posicao das

asas vibrando periodicamente em angulo reto ao eixo do corpo, seguido da

expansao da porcao lateral do abdomen e protraimento da bolsa anal, com

formacao nesta regido de uma bolha de liquido provavelmente contendo



feroménio. O macho se locomovia rapidamente girando em circulos e
periodicamente vibrava as asas. Nesta etapa, o macho tocava diversas vezes a
gaiola com a regido anal protraida. Geralmente um macho iniciava a chamada e
outros machos agrupavam-se ao redor do primeiro formando uma éarea de exibi¢ao

comum, caracterizando a formacao de /ek.

O comportamento de corte variou em funcio da hora (y* =400,3; p<0,01).

Os episodios de corte ocorreram ao longo da fotofase, com freqii€ncias mais
elevadas entre 0400 ¢ 0700 HZ (81,9%) ¢ com um pico as 0600 HZ. O horario

correspondente ao angulo médio foi as 0548 HZ (r= 0,90; p<0,05) (Figura 5).
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Figura 5-Distribuicdo horaria dos episédios de corte (médiaxDP) (direita) e angulo médio
calculado pelo teste de Rayleigh (esquerda) para o comportamento de corte de machos de A.
zenildae em ciclo claro: escuro 12:12 h.

A formagao do lek durou cerca de 10 a 20 minutos, sendo observados varios
leks simultaneos sobre a lateral ou chdo da gaiola. Durante a formacao do /ek foi
observado o comportamento de agressao, entre dois machos que ndo ocupavam o
centro do agrupamento simultaneamente. Quando um macho ocupava a posicao

central do agrupamento, este, por ocasido da proximidade de outro macho, movia
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cada asa alternadamente do plano horizontal para o vertical; isto na maioria das
vezes causava a partida do macho que se aproximava. Quando os dois
permaneciam, tocavam suas cabecas e torax frontalmente de modo que um deles

era forgado a deslocar-se, saindo da area.

Durante a corte foram observadas tentativas de copula de machos dentro e
fora do lek (Figura 6). Foram observadas em média 2,2 tentativas de copulas no
lek por hora, ocorrendo com maior freqiiéncia entre 0300 e 0700 HZ (88,4%), com
um pico as 0600 HZ (x%=371,7). O horario correspondente ao angulo médio foi
0511 HZ (r=0,90; p<0,05). Fora do lek foram observadas 1,2 tentativas de copulas
por hora, com um pico as 0700 HZ (3%=273,7) com 4ngulo médio as 0551 HZ
(r=0,92; p<0,05). Nas tentativas fora do lek, os machos simplesmente pulavam
sobre a fémea que estava mais proxima e tentavam montar. Na maioria das vezes,
a fémea posicionava o abdomen para baixo em um angulo de 90° e nao extrovertia
o ovipositor, o que impedia o acoplamento das genitdlias. Nessas tentativas

geralmente os dois caiam no piso da gaiola e afastavam-se rapidamente.

As fémeas aproximavam-se do lek andando ou com curtos vbos, sendo
observada intensa atividade locomotora dos machos durante a corte. Um dos
machos, geralmente o que estava no centro do /ek, orientava-se frontalmente em
relagdo a fémea, ficando frente a frente a uma distancia de aproximadamente 2 a 4
cm. A postura de ficar frente a frente e tocarem rapidamente cabega com cabeca

pareceram decisivos para que a copula fosse efetivada, pois quase todas as copulas
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observadas aconteceram depois desta etapa. Apos o toque, o macho contornava a
fémea e a montava. Se a tentativa era bem sucedida, o macho utilizava suas patas
posteriores para levantar a bainha do ovipositor da fémea e encaixa-lo no seu
edeago e permanecia vibrando as asas em alta freqiiéncia até o acoplamento das
genitalias. Apds o acoplamento, o macho tocava continuamente a cabeca da fémea
com sua probodscide. Algumas vezes, a fémea se desloca com o macho montado,
mas, a maior parte do tempo, o par permanecia parado. No final da copula, o
macho desmontava da fémea e, girando o corpo em 180°; ficava em diregao oposta
a fémea. Em seguida, os dois se deslocavam em sentidos opostos até o
desacoplamento total das genitalias. Apos o término da cépula, o macho iniciava a
limpeza do abdomen e a fémea, do ovipositor (Figura 8).

O comportamento de copula (acoplamento das genitalias) foi observado 2
horas apos o acender das luzes, com um perfil de distribuicao diéria se estendendo
até 0800 horas depois. A freqliéncia mais elevada 30% ocorreu entre 0600 e 0700
HZ (x°=109,5). O horério que correspondeu ao angulo médio foi de 0613 HZ.
(r=0,94 p<0,05). A duracao média dos episddios de copula foi de 58,1+40,4 min
com uma variacao de 5,0 a 163,0 min, sendo observado que as coépulas com maior
duragdo ocorreram de 0400 a 0700 horas apds o acender das luzes (x*=109,5)
(Figura 7). A freqiiéncia média de copulas foi baixa (0,3 cdpulas/macho) se
considerarmos o numero total de machos (n=96). No entanto, somente 25 machos

apresentaram o comportamento efetivo de copula resultando em 1,2 cépula/macho.
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Figura 7- Distribui¢do horaria do numero e da duragdo (média+DP) dos episodios de copula em A. zenildae

em ciclo claro: escuro 12:12 h.



Figura 8- Seqiiéncia de eventos observados durante a corte e copula de A. zenildae (a) agrupamento de
machos no /ek (b) macho com distens@o da bolsa abdominal e eversdo da glandula anal (c) aproximagdo da
fémea e postura de ficar frente a frente (d) monta e encaixe das genitélias (e) separacdo do casal no final da
copula.

Comportamentos de oviposicao
As etapas do comportamento de oviposi¢do observadas neste estudo sdo

semelhantes as de outras espécies do género Anastrepha (Sugayama e Malavasi
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2000, Diaz-Fleischer et al. 2000), com uma seqiiéncia de etapas bastante variavel.
Algumas das etapas podem ser repetidas seguidas vezes e a fémea pode
permanecer muito tempo no fruto hospedeiro sem realizar a postura de ovos.

O comportamento de oviposi¢do de Anastrepha zenildae ocorreu ao longo
da fotofase, com maior freqiiéncia entre 0200 e 0400 HZ (3°=49,2). O horério

correspondente ao angulo médio foi de 0445 HZ (r=0,86 p<0,05) (Figura 9).
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Figura 9- Distribui¢do horaria (média+DP) e angulo médio calculado pelo teste de Rayleigh
dos episodios de oviposigdo de A. zenildae em ciclo claro: escuro 12:12 h.

Na etapa de chegada ao fruto, a fémea aproximava-se do fruto voando ou
andando; a escolha de um local especifico para pousar no fruto parece ser casual.
Durante a procura, a fémea caminhava sobre o fruto ¢ tocava-o alternadamente
com a probdscide, a parte frontal da cabeca e a bainha do ovipositor. Nesta etapa,
a fémea caminhava e as vezes girava circundando o fruto, com as asas
permanecendo em angulo de 90° em relagdo ao corpo; enquanto caminhava,

tocava a proboscide no fruto e limpava o ovipositor. Algumas fémeas



permaneceram bastante tempo nesta atividade sem ovipositar. Observou-se
também que, logo apos a chegada, algumas fémeas ovipositavam logo em seguida,
sem realizar a procura ou reconhecimento, € outras vezes saiam sem ovipositar.
Na etapa de punctura, a fémea parava, projetava o ovipositor, mantendo a
bainha do ovipositor em posi¢do perpendicular em relacdao ao corpo e ao fruto em
um angulo de 90°, e inseria o aculeo. Nessa etapa, a fémea movimentava o
abdomen lentamente para cima ¢ para baixo, movimentava continuamente a
proboscide e as asas eram mantidas perpendiculares em relagdo ao corpo. Apos a
postura, a fémea caminhava ao redor do local de punctura arrastando o aculeo
(Figura 10). Esta acdo era intercalada com a limpeza, na qual ela arrastava, parava
e limpava, e depois voltava a arrastar novamente. O arrasto era feito em circulos.
Inicialmente préoximo ao local de inser¢do do actileo, depois se estendendo além
dessa area. Em seguida, a fémea realizava a limpeza do ovipositor, passando as
patas posteriores alternadamente no actleo, como também protraindo e retraindo o
actleo. Algumas vezes, a fémea nao fazia o arrasto, limpava o ovipositor e voltava
a ovipositar e limpar novamente para s6 depois realizar o arrasto. A ocorréncia da
mesma fémea ovipositando mais de uma vez foi bastante freqiiente (figura 10)
Neste estudo, considerou-se como tentativa de oviposigdo a inser¢ao rapida
do aculeo, sem que a fémea realizasse a etapa de procura e arrasto. Geralmente,
nessas tentativas a fémea inseria e retirava rapidamente o actleo sem realizar o
arrasto. Nao era observada a saida do latex do fruto (mamao), e a fémea passava

muito tempo fazendo a limpeza do ovipositor. A média de ocorréncia de episodios
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de oviposigao foi de 8,0 £+ 8,2 episddios por fémea (N=96) com minimo de 1 e
maximo de 40, o que mostra a grande variabilidade individual. A quantidade de
ovos colocados por fémeas variou entre 2 a 5 ovos por postura.

A duragdo média das 372 oviposigoes registradas foi de 43,7+£34,8
segundos, apresentando variacdo ao longo das horas de observagao (Figura 11). A
duracao foi mais elevada nas primeiras horas apos o acender da luzes, havendo
uma reduc¢do progressiva até o final da fase de claro. O tempo de permanéncia no
fruto também variou ao longo da fotofase, sendo maior entre 0100 e 0300 HZ e
diminuindo dai em diante, com uma permanéncia média de 4091,0+1859,3
segundos. A laténcia entre a chegada ao fruto e o inicio da oviposi¢do apresentou
uma duragdo média de 860,5£1093,7 segundos, com um perfil paralelo ao do

tempo de permanéncia da mosca no fruto (Figura 11).
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Figura 10 — Seqiiéncia de eventos observados no comportamento de oviposi¢do de 4. zenildae: A— chegada,
B- procura, C- punctura, D- arrasto.
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Figura 11- Distribui¢do horéria (média + DP) do tempo no fruto (A) laténcia (B) e da duracdo (C) de
episoddios de oviposicdo de 4. zenildae em ciclo claro: escuro 12:12.



DiscussAo

Anastrepha zenildae vem sendo apontada em trabalhos de levantamentos de
espécies no estado do Rio Grande do Norte como uma das espécies mais
freqlientes. Durante muito tempo a goiaba (Pisidium guajava L.) foi o Unico
hospedeiro conhecido desta espécie, at¢ que foram encontrados altos indices de
infestacdo em frutos de jua (Ziziphus joazeiro) (Araujo et al 1996; Canal et al
1998; Araujo et al 2000). Em coletas realizadas recentemente nos municipios de
Mossord e Assu, A. zenildae foi a espécie que infestou a maior diversidade de
hospedeiros, sendo encontrada em frutos de seriguela (Spondia purpurea),
castanhola (Terminalia catappa), goiaba (P. guajava), jua (Z. joazeiro), acerola
(Malpighia emarginata), cajarana (Spondias sp.) ¢ kunquant (Fortunella sp.),
sendo as trés ultimas referidas pela primeira vez (Aratjo et al 2005). Considerando
que a flutuacdo e a densidade populacional das moscas-das-frutas estdo
relacionadas com a disponibilidade de seus hospedeiros, podemos deduzir que A.
zenildae ¢ uma espécie constante e predominante no estado, uma vez que a goiaba
como seu hospedeiro primario se encontra disponivel praticamente o ano inteiro,
devido aos pomares irrigados € aos pomares domésticos muito comuns no estado,
atingidos o status de espécie praga

O estudo dos padrdes comportamentais exibidos pelas moscas-das-frutas do

género Anastrepha (Aluja et al. 2000) vem sendo realizado com o objetivo de se
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utilizar este conhecimento para o desenvolvimento de métodos mais eficazes de
controle dessa praga. O perfil didrio de atividade de uma espécie ¢ caracterizado
pelo horario em que cada comportamento ¢ expresso. Em insetos adultos, esse
perfil de atividade ¢ influenciado pelas condigdes do ambiente, principalmente luz,
temperatura ¢ umidade relativa do ar, bem como disponibilidade de recursos.
Portanto, as condicdes ecoldgicas podem influenciar a expressdo de um
comportamento particular. No perfil diario de atividade de individuos adultos, os
movimentos realizados geralmente estdo relacionados a forrageamento, procura
por sitios de abrigo, descanso, sitios de oviposi¢ao ¢ acasalamento (Aluja et al
2000, Sugayama e Malavasi 2000).

Neste estudo, observamos que A. zenildae realizou suas atividades ao longo
da fase de claro com horarios relativamente fixos, o que sugere a existéncia de um
padrao circadiano no perfil de atividade destas moscas. Esse perfil diurno nas
atividades também foi verificado em outras espécies do género (Prokopy 1976;

Malavasi 1983).

O descanso foi o comportamento mais freqiiente em ambos os sexos, com
os machos descansando mais freqiientemente do que as fémeas, com maior
ocorréncia na segunda metade da fase de claro. Resultados semelhantes foram
observados para as espécies 4. grandis, A. obliqua e A. fraterculus, nas quais este
comportamento também foi mais freqliente ao longo do dia (Silva 1991). Aluja e

Birke (1993) verificaram em A. obligua em condi¢cdes naturais, que o
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comportamento de descanso variou significativamente com relagdo a hora do dia,
com um pico ao meio dia tanto para machos como para fémeas. Malavasi (1984)
observou que a atividade de descanso ocorria preferencialmente na face inferior da
folha, enquanto a alimentagdo ocorria no fruto maduro e a oviposi¢cdo no fruto
verde. Esse perfil também foi verificado para outros géneros como Rhagoletis
(Prokopy 1976) e Ceratitis (Prokopy e Hendricks 1979). Em C. capitata foi
observado que a atividade de descanso difere entre os sexos, locais da planta
hospedeira e também na preferéncia por hospedeiros. Em pomares com figo ¢
maca ambos os sexos descansam mais pela manha do que em pomares com
pitanga e goiaba, com as fémeas preferindo fruto e os machos as folhas (Hendrichs

et al 1990).

O comportamento de locomogdo estd diretamente relacionado ao
deslocamento dos adultos. Esses movimentos sdo considerados nao dispersivos e
estdo relacionados com a procura de recurso para forrageamento, sitios de
oviposi¢do e acasalamento. Em espécies do género Anastrepha, essa atividade
ocorre principalmente durante o inicio da manhd e final da tarde (Aluja et al
2000). Neste estudo observamos que o comportamento de locomogao ocorreu com
maior freqiiéncia no inicio da fotofase, com um pico duas horas apds o acender
das luzes e com variagdo significativa ao longo do tempo em ambos 0s sexos.

Também foi observado que as fémeas se locomoviam mais do que os machos.

A hipoétese de que individuos adultos de uma populagdo movimentam-se
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ativamente dentro de uma area (mancha de recurso) ou pomar aproveitando os
recursos disponiveis e permanecendo nessa area desde que os recursos
permanecam disponiveis, vem sendo confirmada (Averill e Prokopy 1993).
Segundo Sugayama et al (1997), moscas adultas de A. fraterculus permanecem
durante toda a fotofase em pomares de macieiras € ao anoitecer as moscas se
deslocam para areas de mata, o que foi atribuido a uma provével inadequacao
dessas plantas como sitios de refugio. Varios estudos feitos com liberagao e
recaptura de individuos adultos demonstraram que moscas adultas podem
deslocar-se por longas distancias em curto intervalo de tempo, principalmente a
procura de recursos em novas areas (Bressan e Costa-Teles, 1991; Baker e Chan,

1991).

Estudos que enfatizam o comportamento alimentar de adultos em espécies
do género Anastrepha, tem como finalidade o desenvolvimento de iscas toxicas,
uma vez que este comportamento estd diretamente relacionado ao
desenvolvimento de métodos eficientes de monitoramento pela utilizacdo destas

1scas.

Em A. suspensa, foi observado que o comportamento de alimentacao
ocorreu ao longo do dia, mas com uma concentra¢ao maior pela manha; sendo que
os machos alimentavam-se principalmente pela manha (Burk, 1983; Lantold e
Davis-Hernandez, 1993). Em A. obliqua, em um estudo em ambiente natural, foi

verificado que o comportamento alimentar de ambos os sexos apresenta um
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padrao bimodal, com picos no inicio da manha e no final da tarde, e que as fémeas
alimentam-se preferencialmente pela manha (Aluja e Birke, 1993). No presente
estudo foi observado que o comportamento alimentar de 4. zenildae variou com
relacdo a hora do dia. Nas fémeas, a alimentagdo ocorreu principalmente na
segunda metade da fotofase. Também foi observada diferenga com relagdo ao
sexo, uma vez que as fémeas se alimentaram mais que os machos, o que
provavelmente esta relacionado ao fato das fémeas precisarem de um suporte

alimentar maior devido a produg@o de ovos (Zucoloto 2000).

O perfil de distribui¢do das atividades didrias dos tefritideos nos diferentes
habitats, plantas hospedeiras e nao hospedeiras revelam que a expressdo de
determinados comportamentos obedecem a um padrao temporal intrinsecamente
relacionado a distribuigdo de recursos no habitat e as condi¢cdes do ambiente.
Adultos de Anastrepha expressam seus comportamentos dentro de uma mancha de
recurso que pode ser constituida por uma planta hospedeira ou um pomar (Aluja et
al 2000). Em nosso estudo, apesar de realizado em gaiolas e laboratorio, pode-se
observar que a expressao dos comportamentos de 4. zenildae ocorreu em horarios
relativamente fixos com picos caracteristicos. Nenhuma atividade foi observada

ocorrendo na escotofase.

Caracterizar o perfil de atividade diaria de uma espécie considerada de
interesse econdmico pode ser uma alternativa bastante viavel quando se pensa em

empregar esses resultados para detec¢do, monitoramento e controle dessa espécie.
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Uma vez que o conhecimento do horario preferencial em que essas atividades
ocorrem dentro de um pomar ou area possibilitara a utilizacdo de armadilhas com
iscas alimentares ou feromonio, colocadas no intervalo de tempo correspondente

ao de maior atividade de alimentagao ou de locomogao desses insetos.

O comportamento sexual de 4. zenildae compreende duas fases distintas: a
corte (comportamento de chamada- correspondendo a vibragdo das asas e
liberagdo de feromonio) e a copula. Durante o comportamento de chamada, os
machos sdo atraidos por sinais sexuais de outros machos, formando-se um
agrupamento de machos que apresentam esses sinais simultaneamente, além de
episodios de agressao que sugerem a disputa por territdério, o que indica a
existéncia da formacao de lek também para esta espécie. Conforme definicao de
Aluja e Birke (1993), a agregacdo de pelo menos trés machos exibindo
comportamento de chamada simultaneamente em uma area claramente definida
pode ser considerada /ek. Essa estratégia ocorre em varias espécies do género

Anastrepha.

A formacao de lek como uma estratégia para aquisicado de parceiro pode
conferir beneficio para aos machos em funcdo do aumento na probabilidade de
acasalamento que estes podem obter, sobretudo quando comparados com aqueles
que tentaram copular sem formacdo de /ek. No entanto, também confere custos
para aqueles machos que ndo conseguem acasalar, uma vez que tanto o sucesso

reprodutivo como a sobrevivéncia diminuem com a idade.
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O comportamento agressivo observado em A. zenildae ocorria com o
macho na posicao central do agrupamento que por ocasido da proximidade de
outro macho, movia cada asa alternadamente do plano horizontal para o vertical, o
que as vezes era deguido pela partida do intruso. Quando isso ndo ocorria, os dois
se aproximavam tocando suas cabecas, sendo um deles forcado a deixar o local.
Essas interagdes agonistas sugerem a defesa de territério e podem ser devidas a
pressdao de selegdo que dirige a competicdo de machos no lek, uma vez que a
preferéncia da fémea se da por machos que estdo em grupo. Estudos realizados
com outras espécies do mesmo género (4. suspensa: Dodson 1982, Burk 1983, 4.
frateterculus e A. obligua: Malavasi 1984), demonstraram que a disputa de
territorio envolve quase sempre a folha, que € o local de acasalamento na natureza,
sendo esta estratégia caracteristica de espécies polifagas e multivoltinas ¢ de

regiodes tropicais.

A disputa de territorio também pode envolver o fruto, onde o macho
estabelece territorio esperando que a fémea venha ovipositar, quando entdo ele
forga a copula. Este mecanismo, habitual em espécies monofogas, univoltinas e de
clima temperado, ¢ observado em espécies do género Rhagoletis (Prokopy, 1980).
No género Anastrepha esta estratégia foi observada apenas em A. bistrigata

(Selivon, 1991).

O horario em que ocorreu o comportamento sexual de A. zenildae diferiu de

outras espécies do género, com inicio duas horas apds o acender das luzes,
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estendendo-se até 8 horas depois. A freqiiéncia mais elevada ocorreu as 0600 HZ o
que também se mostrou diferente das espécies do seu grupo intragenérico, o grupo
“fraterculus”. Malavasi (1984) verificou em condi¢des seminaturais, que o horario
do comportamento de chamada (corte) e copula difere entre machos de A.
fraterculus e A. obliqua. Os machos de A. fraterculus reunem-se em lek durante o
inicio da manha (0700 a 1100 h) e os de 4. obliqua no inicio da tarde, com picos
mais pronunciados no final da tarde e inicio da noite (1300 ¢ 1900 h). O autor
sugeriu que essa diferenca no horario do comportamento sexual pode reduzir a
probabilidade de copulas interespecificas na natureza. Estudos posteriores
demonstraram diferencas no horario do comportamento sexual de 4. obliqua entre
populacdes de diferentes regides geograficas. Aluja e Birke (1993) observaram no
México um padrao bimodal nesses comportamentos, ocorrendo uma freqii€éncia
maior pela manha, com pico entre 0700 e 1000, e com menor freqiiéncia a tarde.
No Brasil, a atividade sexual de 4. obliqua esta concentrada a tarde, pois tanto a
corte quanto a copula ocorrem com pico entre 1530 e 1630 h (Henning e Matioli
2006). Em A. ludens, A suspensa e A. sororcula foram observados picos bem
pronunciados no final da tarde entre 1500 e 1700 h, 1400 ¢ 1700 h e 1600 e 1900 h
respectivamente (Burk 1983, Dodson 1982, Aluja et al 2000, Uchoa-Fernandes et

al 2006).

Dentro do género Amnastrepha ¢ comum a existéncia de espécies com

distribui¢do geografica sobreposta utilizando o mesmo fruto hospedeiro (Zucchi,
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1988). No entanto, foi observado que essas espécies ndo acasalam entre si, o que
indica que provavelmente existe uma barreira separando-as. Estudos realizados
acerca do comportamento reprodutivo dessas espécies revelaram que elas
apresentam padrdo de comportamento sexual semelhante, embora exiba
comportamentos de corte e copula em horarios diferentes do dia com padrao
temporal espécie-especifica, o que reforca a idéia da existéncia de processos de
especiagdo alocronica (Malavasi et al. 1983; Morgante et al. 1993; Selivon e
Morgante 1997; Aluja et al. 2000; Henning e Matioli 2006). Essa variagdo
temporal no acasalamento tem conseqiiéncias ecoldgicas importantes, podendo
causar isolamento reprodutivo entre populagdes que vivem em simpatria € que
podem utilizar o mesmo hospedeiro, como ¢ o caso de 4. zenildae, A. sorocula, A.
obliqua, e A. fraterculus encontradas em frutos de goiaba (Araujo ¢ Zucchi, 2003;
Aratjo et al. 2005). Portanto, a diferenca temporal seria o mecanismo de
isolamento pré-zigdtico utilizado para evitar hibridacdo (Miyatake e Shimizu
1999; Miyatake et al 2002).

Durante a corte dos machos de 4. zenildae que adotaram a estratégia de lek
observamos duas taticas: 1) tentativas de copula dentro do lek, com 88,4% dessas
tentativas tendo ocorrido entre 0300 ¢ 0700 HZ; 2) tentativas de copula fora do
lek, com um pico as 0700 HZ. Nessas tentativas, machos expulsos do /ek ou que
ndo participavam do chamamento, quando se encontravam com a fémea, pulavam
sobre ela e tentavam montar. Em A. striata foi observado que a corte inclui

repetidas tentativas de monta dos machos (Aluja et al 1993). A persisténcia do
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macho pode ser uma qualidade solicitada para a escolha da fémea (Thornhill e
Alcook 1994), o que ndo ocorreu em A. zenildae, visto que raramente as fémeas
copulavam com machos que estavam fora do /ek. Assim o /ek seria uma qualidade
exigida pela fémea para melhor avaliar o resultado das disputas entre os machos.

Dentro do comportamento sexual de Anastrepha foram observadas algumas
variacoes de taticas. Burk (1983) observou que machos de 4. suspensa excluidos
do lek utilizam a tatica de copular no fruto. Sivinski (1989) e Robacker (1991)
observaram machos isolados de A. suspensa e A. ludens sinalizando e conseguindo
copular fora do lek e sugeriram que machos isolados ou menos competitivos
provavelmente estariam empenhados em uma tatica alternativa para acasalar.

A seleg¢ao sexual tem um importante papel na evolucao de espécies com
sistema de acasalamento em lek. Em Anastrepha, a selecdo sexual através da
escolha da fémea pode ocorrer também através de caracteristicas morfoldgicas.
Burk e Webb (1983) observaram em laboratério que 70% das fémeas de A.
suspensa escolhem machos maiores para copular. Em C. capitata, estudos
demonstraram também que o tamanho do macho esta relacionado com sucesso no
acasalamento (Orozco e Lopez 1993). Um estudo relacionando as caracteristicas
morfologicas ao comportamento de acasalamento em A. zenildae observou que
machos com térax e asas maiores ¢ com maior grau de simetria no numero de
cerdas da placa frontal foram os que apresentaram maior sucesso de copula e
supO0s que tamanho maior esteja relacionado a melhor capacidade competitiva

(Almeida et al 2007). Em A. fraterculus foi observado também que o comprimento
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da asa e do térax é provaveis alvos da selecao sexual (Sciurano et al 2007).

De acordo com Aluja (2000), a duracdo média de copula ¢ bastante
variavel, compreendendo desde um tempo médio de 24,3+1,5 minutos para A.
bistrigata até¢ 350+60 minutos para 4. hamata. A duracdo da copula em A.zenildae
neste estudo variou de 5,0 a 163,0 minutos (58,1+40,4 min média=DP). De acordo
com Sivinski et al (2000), o longo tempo de cdpula pode estar associado a
quantidade de esperma transferido para a fémea que, em espécies consideradas
filogeneticamente proximas, seria um modo de evitar a competi¢do intra-
especifica por parceiras ja inseminadas ou uma protecdo contra predadores
(Sivinski 1981).

Neste estudo, verificou-se também que as etapas da copula ocorreram de
forma similar a de outras espécies ja estudadas (Malavasi et al 1983, Silva 1991,
Selivon e Morgante 1997, Aluja et al 2000) nas quais a fémea vai onde esta o
macho com aproximacao frontal, mas somente apds o toque de partes do aparelho
bucal ¢ que o macho tenta montar. Entretanto, observagdes mais detalhadas
necessitam ser feitas para que se tenha uma melhor compreensao dos mecanismos
que determinam a escolha da fémea ou de quais sdo os provaveis sinais de
aceitagdo da fémea para copular. O comportamento de corte e copula de A.
zenidae diferiu das outras espécies com relacdo ao horario em que ocorre. Durante
as observagOes estes horarios se mostraram relativamente fixos, com maior
numero de copulas ocorrendo de seis a sete horas apds o acender das luzes, o que

corresponde 1300 a 1400 horas ou segunda metade da fase de claro. Essas
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diferencas nos horarios de acasalamento em Anastrepha provavelmente se devem
a eventos fisiologicos e comportamentais que obedecem a padrdes temporais da
espécie, demonstrados pela expressdo desses comportamentos em horarios
distintos. Este seria um dos principais fatores responsaveis pela manutencao do
isolamento reprodutivo entre essas espécies.

Segundo Saunders (1982), muitos insetos limitam suas atividades a certos
momentos do dia ou da noite. Respondendo a um ritmo circadiano endogeno que
determina os horarios em que ocorrerao essas atividades que, embora controladas
por fatores endogenos, sdo continuamente afetadas pelos efeitos diretos dos fatores
ambientais ciclicos como temperatura, umidade relativa do ar e luminosidade.

Estudos que tenham por objetivo compreender o comportamento
reprodutivo, as estratégias utilizadas por machos para obter acasalamento, bem
como pelas fémeas para escolher determinado macho durante a corte e a copula,
assim como 0s mecanismos que sao responsaveis pela diferenca com relacao ao
hordrio de copula entre espécies morfologicamente semelhantes que vivem em
area comum e utilizando o mesmo fruto, podem ser de grande importancia para o
desenvolvimento da pesquisa aplicada. Esses estudos podem servir de parametros
para programas de controle e erradicacdo de espécies consideradas de interesse
economico por causar grandes danos a agricultura. Uma das técnicas de grande
impacto proposta ¢ a técnica do macho estéril, que tem o objetivo de reduzir ou
extinguir populacdes de insetos pragas, por meio da redugdo do potencial

reprodutivo de fémeas selvagens pela utilizagdo de machos estéreis criados em
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massa sendo liberados para competir com machos selvagens (Walder 2000). Para
o bom desempenho desta técnica, se fazem necessdrios estudos que analisem
principalmente a biologia € o comportamento sexual de moscas selvagens e
criadas em massa, principalmente os fatores que determinam a escolha do
parceiro, verificando a compatibilidade entre machos selvagens e de criacio em
massa, bem como o horario em que o comportamento sexual ocorre no ambiente
natural, garantido assim que de fato ocorrera uma maior competicdo entre machos
estéreis e selvagens pelas fémeas, que uma vez tendo acasalado estdo aptas a
ovipositar.

O comportamento de oviposicao pode ser considerado como um dos mais
criticos, se considerarmos que dele depende a aptidao inclusiva do individuo. A
fémea de insetos frugivoros seleciona o substrato de oviposigdo por meio de
mecanismos quimicos e visuais, fazendo uma avaliacao do hospedeiro disponivel.
Esta ¢ uma das etapas mais importantes para garantir a sobrevivéncia da prole,
uma vez que o fruto hospedeiro influencia o desenvolvimento dos estagios
imaturos e também a sobrevivéncia e fecundidade dos adultos.

No género Anastrepha a oviposigao ¢ considerada estereotipada por ser
constituida de varias etapas que se apresentam de forma igual e seqiienciada nas
varias espécies. Neste estudo observou-se que A. zenildae realizou todas as etapas
na forma previamente descrita para o comportamento, sendo algumas dessas
etapas repetidas muitas vezes. Em algumas ocasides, a fémea permanecia no fruto

por muito tempo sem realizar a procura ou a oviposi¢ao. Nessas ocasides, ela
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simplesmente permanecia parada ou ovipositava logo que chegava ao fruto, sem
realizar a procura. Talvez as condi¢des de gaiola em laboratorio tenham levado a
fémea a colocar seus ovos sem a etapa de procura.

Diferentemente do descrito para outras espécies, a ocorréncia de repetidas
limpezas durante os episdédios de oviposigdo seria decorrente do substrato
utilizado, pois a grande quantidade de latex do mamao ndo maduro poderia causar
a obstru¢cdo do oviduto. Quando se utilizava mamao maduro, praticamente nao
ocorria oviposi¢ao, o que provavelmente ocorreu devido ao grau de maturidade do
fruto, refletindo a qualidade do hospedeiro ou pelo fato de ser o mamao um
hospedeiro secundario. Esses fatores podem influenciar bastante a inser¢ao do
actleo (Barros 1986; Sugayama et al 1997) e provavelmente a sobrevivéncia da
prole.

Muitos estudos mostram evidéncias de correlagdo positiva entre a escolha
de um hospedeiro e o desempenho da prole (Kouri 1993; Joaquim - Bravo e
Zucoloto 1997; Joaquim-Bravo et al 2001). Apesar de ser uma espécie polifaga, no
ambiente natural A. zenildae infesta preferencialmente frutos de Z. joazeiro (jua) e
P. guajava (goiaba). De acordo com Fitt (1986), insetos fitdfagos em geral
infestam outras plantas quando seu hospedeiro primario ou preferencial ndo esta
disponivel, o que ¢ comum em espécies multivoltinas polifagas que podem dispor
de uma grande variedade de hospedeiros durante o ano inteiro, sendo esta uma
vantagem adaptativa. Podemos atribuir este fator a 4. zenildae, pois os frutos do

jud, uma espécie extremamente sazonal, ndo estdo disponiveis o ano inteiro.
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O comportamento de arrasto, que corresponde a deposicao de feromonio
marcador de hospedeiro, também foi observado em A. zenmildae. Este foi
caracteristicamente realizado logo apds a introdugdo do aculeo (com provavel
deposi¢ao dos ovos), contornando circulos e intercalado com a limpeza. Esta etapa
ja foi descrita para varias espécies do género (Prokopy et al 1982; Selivon, 1991;
Aluja et al 1998b). De acordo com Aluja et al (2000), o arrasto pode ser
considerado uma forma de avaliar se a punctura foi realmente uma oviposigao;
estando o mesmo relacionado a liberagao do feromdnio marcador de hospedeiro
que sinaliza para outras fémeas que ja houve uma postura.

A percepgdo por parte da f€émea do uso prévio do substrato de oviposi¢ao
por co-especifica ¢ um dos fatores diretamente relacionados com a qualidade do
hospedeiro para a oviposi¢do ¢ sobrevivéncia da larva, a qual depende dos
recursos nutritivos do hospedeiro selecionado pela fémea. E comum encontrar
individuos de vérias espécies do género Anastrepha e também de outro género
infestando o mesmo fruto hospedeiro, o que torna a competi¢ao um fator decisivo
para a sobrevivéncia da larva (Aluja et al 2000)

O comportamento agressivo durante a oviposigao observado em A. zenildae
geralmente resultava na partida da intrusa, com a fémea residente ficando no fruto,
comportamento também observado em fémeas de 4. /udens Diaz-Fleischer e Aluja
(2003b). No entanto, estes autores sugeriram que a experiéncia prévia de
oviposicdo foi um dos fatores que mais influenciou a oviposi¢do e o tamanho da

postura e ndo a presenga ou auséncia de co-especifica. Em outros tefritideos como
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C. capitata e B. tryoni foi observado que fémeas agrupadas tendem a ovipositar
mais do que quando sozinhas; fenomeno conhecido como facilitador social
(Prokopy et al 2000). Nesse caso, o encontro com co-especificas serve como
indicador de alta qualidade e quantidade do recurso no ambiente (Giraldeau e
Beuchamp 1999), o que se aplica a espécie C. capitata que reutiliza o furo feito
pelo actleo de outra co-especifica para depositar seus ovos. Isto ndo foi observado
neste estudo.

A oviposicdo de A. zenildae ocorreu durante a fotofase, com pico de
atividade duas a cinco horas apds o lacender das luzes, Esta diurnalidade também
foi identificada em outras espécies do género, entretanto em horarios diferentes.
Em A. ludens a oviposigao ocorre entre 1000 e 1400 h, em A.obliqua as 0700 h e
em A. serpentina as 1200 h. A. striata apresenta um pico entre 1200 e 1300 h,
enquanto que em A. fraterculus o pico ocorre no final da tarde, entre 1600 e 1700
h (Birke 1995; Aluja e Birke 1993; Aluja 1993; Aluja et al 2000). Essa variacao no
padrdao temporal tem um papel relevante nas espécies simpatricas, uma vez que
pode diminuir a competicdo por recursos, proporcionando uma melhor
sobrevivéncia da larva, principalmente em espécies que utilizam o mesmo fruto
hospedeiro. Além disso, as espécies que utilizam o inicio da manha ou o final da
tarde evitam expor os ovos a altas temperaturas.

O tamanho da postura em A. zenildae variou de um a cinco ovoOs.
Comparagoes feitas com relagdo ao comportamento de oviposi¢ao e o tamanho da

postura de outras espécies de Anastrepha mostraram variacao de 1 até mais de 100
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ovos, o que pode estar relacionado com a densidade de hospedeiros e fémeas no
ambiente, aos parametros fisico-quimicos do hospedeiro e principalmente ao
tamanho do hospedeiro (Berringan et al 1988). Parte das moscas-das-frutas utiliza
frutos hospedeiros pequenos com peso que varia de 3 a 30 g (Lopez et al 1999). O
desenvolvimento de posturas com grande quantidade de ovos provavelmente estéd
relacionado ao surgimento de frutos grandes cultivados em grandes pomares
decorrentes da fruticultura irrigada. Em laboratorio, foi observado que as fémeas
modulam o niumero de ovos depositados e a duragdo da punctura em funcao da
qualidade do substrato (Berrigan 1988; Davila, 1995; Sugayama e Malavasi 1996).

A oviposi¢do em A. zenildae variou de 1 a 40 vezes (8,0 £ 8,2
episodios/fémea N=96), com um minimo de 1 ¢ maximo de 40, o que pode
significar uma grande perda de frutos em um pomar, uma vez que uma mesma
fémea pode ovipositar varias vezes. Portanto, a populagdo de moscas ndo precisa
ser essencialmente grande para causar danos aos frutos. Além disso, quando a
fémea faz um furo no fruto, ocorre liberacdo de odores que podem servir de
estimulo para outras ovipositarem (Dukas et al 2001). No entanto, Diaz-Fleischer
et al (2000) afirmam que espécies generalistas, como € o caso de A. zenildae,
podem responder menos a compostos quimicos do que as especialistas. Quanto a
duragdo, os valores registrados (43,7 £ 34,8), sdo proximos aos obtidos por
Sugayama e Malavasi (2000) para A. fraterculus (39 s), espécie do grupo
intragenérico do qual A4. zenildae faz parte.

Barros (1986) propds distinguir a oviposi¢ao da punctura, considerando
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como oviposi¢ao os episodios com duragdo maior do que 7 s e presenca de ovos ¢
como punctura a duragdo menor que 7 s e a ndo presenca de ovos. Outros estudos
demonstraram uma relagao positiva entre o comportamento de arrasto € a presenga
de ovos (Papaj 1990; Silva 1991). Silva (1991) observou que A. grandis apresenta
uma alta propor¢ao de puncturas que ndo resultam em oviposi¢ao e sugeriu que as
fémeas de A. grandis provavelmente seriam mais criteriosas na selegdo de
hospedeiro, o que explica a manutengao da oligofagia. No nosso estudo, o tempo
de permanéncia de 4. zenildae no fruto foi de 2460,6 = 1859,3 segundos.

Fatores como a preferéncia por hospedeiro primario influenciam a
oviposicdo. Barros (1986) observou em A. fraterculus que a probabilidade da
fémea ovipositar em frutos de goiaba era de 70%; se o fruto era secundario, como
no caso magas, essa probabilidade caia para 51% (Sugayama et al 1997

Dados sobre horario de chegada, tempo de permanéncia no fruto e duracao
da oviposicao sdo relevantes quando se pensa em utilizar estratégias de controle
populacional. Com reflexos nos custos de produgdo e na redugdo dos riscos de
contaminacdo do ambiente. Comegando pelo controle quimico, a aplicagdo
realizada nos horarios de maior permanéncia das fémeas no fruto contribuiria para
a redu¢do do uso indiscriminado de inseticidas. No caso do controle bioldgico pela
soltura de parasitdides da familia Braconidae que parasitam ovos, larvas e pupas
das moscas-das-frutas, o conhecimento do horario das atividades relacionadas a
oviposi¢cdo possibilitaria uma maior eficiéncia no encontro do parasita com o

predador. Estudos que enfoque o conhecimento dos aspectos comportamentais
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associados tanto a biologia basica como a ecologia da regido podem auxiliar no
desenvolvimento de técnicas de manejo. No entanto, poucos trabalhos sobre
comportamento sao conduzidos no Brasil. Os resultados encontrados neste estudo
sdo pioneiros para essa espécie. Informacdes sobre o perfil de atividade diaria de
A. zenildae, bem como as estratégias reprodutivas observadas neste estudo sdo
informagdes fundamentais para tomada de decisdo sobre o momento mais

adequado para se iniciar agdes de controle integrado.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

Anastrepha zenildae ¢ uma espécie diurna, uma vez que as atividades estdo
restritas a fase de claro.

A distribuicdo dos comportamentos em horarios relativamente fixos ao
longo dessa fase indica a presenca de uma organizagdo temporal diaria nos
comportamentos estudados, apresentando, portanto especiacdo alocronica,
diferindo das demais espécies simpatricas do género quanto aos horarios de
acasalamento e oviposicao.

A estratégia de acasalamento predominante em A. zenildae ¢ a formacao de
lek, com a escolha do parceiro de acasalamento feita pela fémea.

Nessa estratégia, os machos adotaram as taticas de tentar copular dentro ou
fora do lek, sendo a primeira mais freqiiente.

O comportamento de oviposi¢ao foi composto das etapas de chegada,
procura, tentativa e oviposicdo, arrasto e limpeza do ovipositor, ocorrendo mais

freqlientemente na primeira metade da fase de claro.
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