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INTRODUCAO

O Brasil esta entre os maiores produtores mundiais de frutas. Esta atividade
econdmica é de grande importancia para o Pais, que em 2007 exportou 842 mil
toneladas de frutas frescas, 15% a mais que no ano anterior (IBRAF, 2007). Na
Amazonia brasileira, este segmento ocupa 0 quarto lugar em importancia econdmica,
depois do minério de ferro, da madeira e da pecuaria. Entretanto, do ponto de vista
social, é a atividade que apresenta o maior potencial de distribui¢cdo de renda para a
populacdo, por envolver milhares de pequenos produtores, além das industrias
processadoras, garantindo a fixacdo do homem no campo, geracdo de empregos e bem-
estar social (BASA, 2008).

Apesar do volume de exportacdo de frutas brasileiras ter aumentado nos ultimos
anos e a fruticultura ser considerada uma atividade promissora do ponto de vista
econdmico, social e ecoldgico, o pais enfrenta problemas fitossanitarios que afetam as
exportacGes, destacando-se 0s insetos frugivoros de importancia econdmica e
quarentendria nas areas cultivadas. Estes sdo considerados uma das principais barreiras
a serem vencidas, pois mesmo a fruticultura tendo qualidade e potencial produtivo, 0s
paises importadores restringem ao maximo a comercializacdo por meio de medidas
quarentenarias rigorosas (SOUZA-FILHO, 2006).

As infestacGes de diversas espécies de frutos por Tephritidae tém ocorrido no
mundo todo, apesar dos procedimentos de quarentena adotados por varios paises
(DUYCK et al., 2004). Na atualidade as moscas-das-frutas constituem um dos maiores
grupos de insetos fitéfagos com importancia econdmica mundial. Ocorrem desde a
regido temperada até a tropical, com excecdo das areas articas e desérticas, onde a vida

vegetal é escassa (ZUCCHI, 2001). Algumas espécies sao mais agressivas devido a sua
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alta capacidade colonizadora e outras tém distribuicdo restrita e baixa capacidade de
adaptar-se a novos ambientes (MALAVASI, 2001).

As moscas-das-frutas pertencem a Ordem Diptera, Subordem Brachycera e
Superfamilia Tephritoidea (WHITE & ELSON-HARRIS, 1992; GALLO et al., 2002).
As espécies de importancia econdmica estdo associadas as familias Tephritidae e
Lonchaeidae.

A familia Tephritidae apresenta 4.448 espécies agrupadas em 484 géneros
(NORRBON, 2004). O numero atual de espécies deve ser superior ao mencionado,
devido ao fato de existirem espécies em processo de descricdo e novos registros de
espécies e hospedeiros coletados, cujos dados ainda ndo foram publicados (ZUCCHI,
2007). Somente seis destes géneros séo de importancia econdémica: Anastrepha Schiner,
Bactrocera Macquart, Ceratitis MacLeay, Rhagoletis Loew, Dacus Hendel e
Toxotrypana Gerstaecker.

O género Anastrepha Schiner é considerado o mais diverso e o de maior
importancia econdmica para as Américas. E endémico do novo mundo e restrito a
ambientes tropicais e subtropicais, sendo atualmente composto por 250 espécies,
incluidas em 18 grupos (NORRBOM; KORYTKOWSKI, 2009; 2011). No Brasil, 102
espécies ja foram assinaladas, sendo seis particularmente importantes do ponto de vista
econdmico: Anastrepha striata (Schiner), Anastrepha obliqua (Macquart), Anastrepha
fraterculus (Wiedemann), Anastrepha grandis (Macquart), Anastrepha pseudoparallela
(Loew) e Anastrepha zenildae Zucchi (URAMOTO; ZUCCHI, 2009).

O ciclo de vida das moscas-das-frutas ocorre em trés ambientes: vegetacéo, fruto
e solo. Os adultos habitam a planta hospedeira ou plantas vizinhas, onde passam a maior
parte do tempo (MALAVASI; BARROS, 1988). A oviposicdo ¢ feita em frutos na fase

de amadurecimento, maduros e caidos no solo, no inicio do processo de decomposicao.
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Fatores ambientais como temperatura, luminosidade, forma, tamanho e caracteristicas
da superficie dos frutos, influenciam o processo de oviposicdo. Para localizar
corretamente o fruto, a fémea utiliza estimulos visuais e olfativos detectados por
estruturas localizadas nas antenas, tarsos, probdscide e ovipositor (MORGANTE,
1991).

A fémea percorre toda a superficie do fruto, tocando-o com a parte anterior da
cabeca, o labelo e o sintergosternito 7 (bainha do ovipositor). Nessa etapa, a mosca
analisa as caracteristicas fisicas (tamanho e formato) e quimicas do fruto, em seguida
ela insere o aculeo na polpa do fruto, posteriormente, deposita seus ovos no fruto de
onde eclodem as larvas que se desenvolvem se alimentando da polpa. Ao final do
terceiro instar, as larvas enterram-se no solo para transformar-se em pupas. Neste local
ocorre a metamorfose e 0s imagos emergem dos puparios e reiniciam um novo ciclo. A
emergéncia ocorre geralmente nas primeiras horas do dia e logo ap6s os adultos
procuram alimento (MORGANTE, 1991). As diferentes espécies de moscas-das-frutas
alimentam-se na fase imatura tanto de frutos de plantas cultivadas como silvestres. Os
adultos alimentam-se basicamente de néctar, sucos de frutos, seiva, polen, fezes de
passaros e outros alimentos encontrados na superficie de folhas e frutos

(CHRISTENSON; FOOTE, 1960; BATEMAN, 1972).
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RESUMO: O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia de parametros biométricos de
frutos de tapereba (Spondias mombin L.) sobre os indices de infestagdo por Anastrepha
obliqgua (Diptera Tephritidae) e parasitismo. As varidveis estudadas foram peso,
comprimento e largura dos frutos. As areas de coleta foram as zonas urbanas dos
municipios de Macapa e Santana, estado do Amapa. Foram coletadas 30 amostras de
frutos de taperebd, cada uma composta por 20 frutos de uma Unica planta (cada fruto
correspondendo a uma sub-amostra), totalizando 600 unidades amostrais. As coletas dos
frutos foram realizadas aleatoriamente, a partir do dossel da planta e frutos recém-
caidos. Os resultados indicaram que tanto a infestacdo quanto o parasitismo se
concentraram em frutos de peso médio, sugerindo uma preferéncia pelos frutos cujas
caracteristicas biométricas (peso, didmetro e comprimento) encontravam-se distantes de
frutos com caracteristicas de medidas extremas (muito grandes ou muito pequenos). A
preferéncia de moscas-das-frutas por frutos de tamanho médio pode estar relacionada a
estratégia de sobrevivéncia. Larvas que infestam frutos pequenos podem ser mais
facilmente parasitadas e, de modo inverso, frutos maiores podem servir de sitio de
oviposicdo para outras fémeas, aumentando o potencial de competicdo por espaco e
alimento. Com efeito, as observagdes sugerem que a prépria planta provavelmente
produz mais frutos com tamanho mediano do que frutos de grande ou de pequeno porte.
Este fator pode gerar maiores taxas de infestacdo em frutos medianos, e

consequentemente, 0 mesmo em relacéo ao parasitismo.

Palavras-chave: Anastrepha, hospedeiro, Amazonia, moscas-das-frutas
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ABSTRACT: The purpose of this study was to evaluate the influence of biometric
parameters of fruits of plum (Spondias mombin L.) on the level of infestation by
Anastrepha obliqua (Diptera Tephritidae) and parasitism. The variables studied were
weight, length and width of the fruit. Collection areas for urban areas were the cities of
Macapa and Santana, Amapa. We collected 30 samples of fruits of plum, each
consisting of 20 fruits from a single plant (each result corresponding to a sub-sample),
totaling 600 sampling units. The samples of fruits were carried out at random from the
canopy and fruit newly fallen. The results indicated that both the infestation and
parasitism have focused on fruit weight, suggesting a preference for fruit whose
biometric characteristics (weight, diameter and length) were distant fruit with
characteristics of outliers (very large or very small). The preference of fruit flies with
fruit of medium size may be related to a survival strategy. Larvae infesting small fruit
can be more easily parasitized and, conversely, larger fruit can serve as an oviposition
site for other females, increasing the potential for competition for space and food.
Indeed, observations suggest that the plant itself probably produces more fruit with
medium size fruit than large or small. This factor can generate higher rates of infestation

in fruits median, and therefore the same in relation to parasitism.

Keywords: Anastrepha, host, Amazon, fruit flies
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1 INTRODUCAO

O taperebazeiro (Spondias mombin L.), também conhecido como cajazeira, é
uma espécie nativa das terras baixas do México, da América Central e América do Sul
(CROAT, 1974). No Brasil, é encontrado na Amazonia e na Mata Atlantica, provaveis
zonas de dispersdo da especie, e nas zonas mais Umidas dos estados do Nordeste
(SANTOS-SEREJO et al., 2009). Na Amaz6nia, é encontrado nas florestas de varzea e
de terra firme, sendo comum em ambientes antropizados (CAVALCANTE, 1976). Seus
frutos globosos ou elipticos, do tipo drupa, cor variando do amarelo ao alaranjado, casca
fina e lisa, com polpa suculenta e sabor &cido-adocicado, sdo consumidos ““in natura” ou
processados na forma de suco, sorvete e picolé (CAVALCANTE, 1996; SANTOS-
SEREJO et al., 2009). Em alguns estados brasileiros, os frutos desta espécie sofrem
severos danos, causados principalmente por moscas-das-frutas do género Anastrepha
(Diptera: Tephritidae).

As moscas-das-frutas do género Anastrepha sdo nativas do continente
americano, especificamente da Regido Neotropical (ALUJA, 1994). Encontrado desde o
sul dos Estados Unidos até a América do Sul, este género é composto atualmente por
250 espécies descritas (NORRBOM; KORYTKOWSKI, 2009; 2011) e outras em
processo de descricdo. No Brasil, 112 espécies ja foram assinaladas, sendo seis
particularmente importantes do ponto de vista econdmico, dentre elas Anastrepha
obliqua (Macquart) (ZUCCHI, 2008).

Esta espécie, também conhecida como mosca-das-frutas-das-antilhas, ocorre
desde o norte do México até o sul do Brasil, sendo também encontrada nas ilhas do
Caribe (FOOTE et al., 1993; HERNANDEZ-ORTIZ; ALUJA, 1993; ALUJA, 1994) e

ocasionalmente nos estados do Texas e California, E.U.A. (EPSKY et al., 2003). No
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Brasil, ela ndo foi registrada apenas no estado de Sergipe (URAMOTO; ZUCCHI,
2009), provavelmente porque levantamentos efetivos ainda néo foram realizados.

Os hospedeiros preferenciais de A. obliqua sdo espécies da familia
Anacardiaceae, sendo o tapereba (Spondias mombin L.) o seu principal hospedeiro no
estado do Amapéa (SILVA et al., 2011a). No entanto, ela também causa danos severos
nos pomares comerciais de manga em varios paises (ALUJA et al., 1987; CARVALHO
etal., 1998; 2010; FERREIRA et al., 2003).

No Brasil, A. obliqgua é a segunda espécie mais polifaga, infestando 37
hospedeiros de pelo menos oito familias botanicas, especialmente Anacardiaceae e
Myrtaceae (ZUCCHI, 2011). No entanto, os maiores indices de infestacdo s&o
registrados em espécies de Anacardiaceae, principalmente do género Spondias
(UCHOA et al., 2002; MEDEIROS-SANTANA; ZUCOLOTO, 2009; CARVALHO et
al., 2010).

A importancia do tapereba como planta hospedeira de A. obliqua no estado do
Amapéa tem sido observada em varios estudos (SILVA et al., 2007a; 2007b; SILVA,
SILVA, 2007). Apesar disso, sdo raros os trabalhos conduzidos com frutos de tapereba
utilizando o método de frutos individualizados (SILVA et al., 2011b), o que poderia
fornecer dados mais refinados sobre a infestacdo por A. obliqua e outras espécies que
ocorrem neste hospedeiro, como Anastrepha antunesi Lima (SILVA et al., 2007a;
2007b). Esse método é capaz de analisar o percentual de frutos infestados, indice de
infestacédo por fruto, preferéncia da mosca e do parasitoide por frutos de maior ou menor
tamanho, espécies de moscas compartilhando o mesmo fruto, além de associar a espécie
de mosca ao respectivo parasitoide obtido da mesma amostra.

Um trabalho utilizando esse método foi realizado por Cunha et al. (2011), que

avaliaram os parametros fisicos dos frutos de tapereba (espessura da polpa, tamanho e
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peso) na incidéncia de parasitoides de moscas-das-frutas. Os autores constataram que a
espessura da polpa e as caracteristicas biométricas do fruto ndo influenciam no
parasitismo natural.

Estudos dessa natureza sdo importantes para compreender melhor as
caracteristicas que fazem do tapereba o hospedeiro preferencial de A. obliqua no estado
do Amapé. Para isso, 0 ponto de partida da pesquisa é admitir a hipotese de que as
espécies de moscas-das-frutas infestam aleatoriamente os frutos de taperebd,
independentemente de suas dimensGes geométricas ou de seu peso.

O objetivo deste trabalho foi quantificar as relagdes biométricas (comprimento,
largura e peso) de frutos de tapereba e relaciona-las aos indices de infestagdo por A.
obliqua e de parasitismo por himenopteros. Adicionalmente, objetivou-se verificar se

espécies de moscas-das-frutas compartilham o mesmo fruto hospedeiro.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Local e Periodo de Coleta

O estudo foi realizado nas zonas urbanas dos municipios de Macapa e Santana,
estado do Amapa. Foram coletadas 30 amostras de frutos de taperebda, cada uma
composta por 20 frutos de uma Unica planta (cada fruto correspondeu a uma sub-
amostra), totalizando 600 unidades amostrais. Todas as amostras foram coletadas entre
os dias 1° e 02/05/2011. Os sitios de coleta foram georreferenciados com equipamento
GPS.

As coletas dos frutos foram realizadas aleatoriamente, diretamente do dossel da
planta e recém-caidos (em bom estado, sem infestacdo de insetos secundarios). Em
seguida, os frutos foram acondicionados individualmente em copos plasticos

descartaveis e cobertos com organza presa por elastico, sendo conduzidos ao
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Laboratorio de Entomologia da Embrapa Amapa, em Macapa. Ap0s o transporte, 0s
frutos foram pesados (com auxilio de balanca eletronica de precisdo) e medidos
(comprimento e largura, com auxilio de paquimetro digital). Os dados foram registrados
em livro de anotagOes para posterior digitacdo, tabulacdo e analise.

Cada recipiente com fruto foi identificado com um numero especifico, o qual foi
anotado no livro com suas respectivas medidas e peso. Em seguida, os frutos ja
devidamente medidos, pesados e identificados, foram colocados sobre uma fina camada
de vermiculita para manter a umidade e servir de substrato para pupacéao, sendo cobertos
com organza presa por elastico e acondicionados em uma sala para obtencdo dos
puparios (SILVA et al., 2011b).

Os frutos foram inspecionados a cada cinco dias, durante 15 dias e 0s puparios
foram retirados e acondicionados em recipientes de plastico descartaveis (contendo
vermiculita), cobertos com organza presa por elastico, devidamente identificados,
mantidos em camaras climatizadas sob temperatura (26+0,5°C), umidade relativa do ar
(70+£5%) e fotofase (12 horas) controladas, onde foram observados diariamente (SILVA
et al., 2011b). As moscas-das-frutas e os parasitoides que emergiram foram fixados em
etanol a 70% e identificados seguindo as chaves de Zucchi (2000) e Canal e Zucchi
(2000).

Apos esses procedimentos, foram calculados os indices de infestagdo dos frutos
(I = nimero de puparios obtidos/nimero de frutos coletados e | = nimero de puparios
obtidos/peso de frutos coletados) e o percentual de parasitismo (IP = nimero de

parasitoides emergidos/numero de puparios x 100).

2.2 Métodos Estatisticos de Analises

Inicialmente foi elaborada uma planilha com os dados biométricos dos 600
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frutos. Um arquivo de dados foi gerado com extensdo do tipo “.txt”, modalidade data-
frame em R (CRAWLEY, 2007). Este arquivo serviu de base para as analises
estatisticas descritiva e inferencial a partir dos dados da Tabela 1.

Tabela 1- Caracteristicas fisicas dos frutos coletados, indicacdo de infestados e/ou
parasitados.

N° (fruto) ~ Comprimento (mm) Largura (mm)  Peso (g) Infestados* Parasitados*
1 36,51 21,33 9,0 0 0
2 35,13 24,68 9,9 0 0
3 35,35 27,11 12,3 0 0
4 34,66 24,92 9,6 0 0
5 41,99 32,92 17,9 1 1
6 36,99 30,00 15,0 1 1
7 37,54 26,61 11,6 0 0
8 40,07 26,68 14,0 0 0
9 36,43 28,04 13,2 1 0
10 37,88 26,21 12,1 1 1
11 34,35 24,53 9,2 1 1
12 37,49 25,87 12,1 0 0
13 42,85 32,08 20,0 0 0
14 33,93 23,13 8,0 0 0
15 41,49 28,52 16,7 0 0
16 35,33 24,55 10,0 0 0
17 36,51 26,28 11,0 0 0
18 41,47 29,48 16,4 1 0
19 35,32 27,58 12,2 0 0
20 33,81 26,28 10,3 0 0
21 32,70 21,91 8,6 1 0

600 28,10 21,77 6,2 0 0

*Infestados/Parasitados: 0 = ndo; 1 = sim
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Com base nesta categorizacdo, a andlise foi aprofundada seguindo o seguinte
raciocinio: comparacdes entre trés grupos de médias sendo cada um destes representado
por sub-grupos: a) pesos, b) largura e ¢) comprimento, sendo todas representadas por
categorias especificas relacionadas aos estados ndo infestados, infestados e parasitados.

Com base nesses agrupamentos foram obtidas as seguintes relacfes entre
variaveis, conforme descrito abaixo: a) comparac@es entre médias estatisticas utilizando
0 método de Shapiro-Wilk (para verificacdo de distribuicdes normais das variaveis e
potencial transformacdo) com numeros amostrais idénticos; b) Andlise de Variancia
(ANOVA-One Way) para comparar médias segundo as categorias ndo infestada,
infestada e parasitada com numeros amostrais distintos; c) matriz de correlacdo entre
variaveis; d) analise de regressdao linear multipla (EMDEN, 2008; MAGNUSSON;
MOURAO, 2009; ROSENBAUM, 2010; PETERNELLI; MELLO, 2012).

Estas andlises, além de comparativas, ttm como objetivo desenvolver modelos
preditivos que descrevem a associacdo entre a variabilidade do peso com os parametros
largura e comprimento do fruto, considerando seu estado categérico ndo infestado,
infestado e parasitado, consideradas como andlises estatisticas multivariadas
(LEGENDRE; LEGENDRE, 1998; BORCARD; LEGENDRE, 2002; LEMIEUX, 2009;

MAGNUSSON; MOURAO, 2009; BORCARD et al., 2011 ).
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3 RESULTADOS

Os 600 frutos coletados totalizaram 6,7 kg (peso médio de 11,17g por fruto).
Dos frutos coletados, 151 estavam infestados por moscas-das-frutas (25,2%), dos quais
foram obtidos 298 pupérios, com emergéncia de 88 moscas e 83 parasitoides (57,7% de
emergéncia). A infestacdo do tapereba por moscas-das-frutas foi de 44,48 pupérios/Kg.
O numero de pupérios/fruto infestado variou de 1 a 8 (média de 1,97 pupario/fruto).

Foram obtidos 52 machos de Anastrepha, 18 fémeas de A. obliqua e 18 fémeas
de A. antunesi. O indice de parasitismo foi de 27,8%, com 46 exemplares de
Doryctobracom areolatus (Szépligeti) e 37 exemplares de Opius bellus Gahan. Foi
possivel fazer uma relacdo entre as duas espécies de parasitoides e as duas espécies de
moscas obtidas neste trabalho. Esse foi o primeiro registro da associacdo entre as
espécies de parasitoides O. bellus e D. areolatus e a espécie de moscas-das-frutas A.
antunesi no estado do Amapé (Tabela 2). Dos 152 frutos infestados, apenas em dois A.

obliqua e A. antunesi foram encontradas simultaneamente.

Tabela 2- Espécies de parasitoides de moscas-das-frutas e seus respectivos hospedeiros

Parasitoides IP Moscas-das-frutas
Doryctobracom areolatus (46) 15,4% A. obliqua

A. antunesi
Opius bellus (37) 12,4% A. obliqua

A. antunesi
Total 83 27,8%

IP=indice de parasitismo
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3.1 Caracterizacao Biométrica dos Frutos

Um resumo descritivo das caracteristicas biométricas dos frutos de tapereba

pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3- Andlise descritiva das caracteristicas biométricas dos frutos de tapereba.

Numero de Comprimento Diametro Peso
Frutos (N) C (mm) L (mm) P (9)
Minimo: 1 17,78 14,64 2,20

1° Quartil: 150.8 30,01 22,99 8,00
Mediana: 300.5 33,26 25,36 10,60
Média: 300.5 33,21 25,55 11,17
3° Quartil: 450.2 36,32 28,14 13,70
Maximo: 600 50,70 39,37 31,20
Desvio Padréo 4,83 3,92 4,44

A seguir sdo descritas em forma de graficos de dispersdo as variaveis
biométricas dos frutos de tapereba (peso, comprimento e largura). Neste grafico também
sdo apresentados dois eixos do tipo “box-plot™ (vertical e horizontal) para cada grafico
das Figuras 1a, b, c. Nos referidos gréaficos, estdo indicados o valor médio tanto da
varidvel dependente quanto da variavel independente com seus respectivos desvios
padrdo. Foram definidas as varidveis peso, comprimento e largura do fruto,
respectivamente por P, C e L.

Nas Figuras 1a, b, ¢, observa-se trés resultados das andlises de regressdes nao-
lineares ajustadas as equacdes tipo poténcia, tal como y = aX®. Os resultados das curvas
ajustadas nas analises de regressdes nado-lineares foram, respectivamente: C =
0,0022P>*"? ¢ R?=0,78; L = 0,0038P**® ¢ R*= 0,87 e L = 1,5884P"*** ¢ R? = 0,58.

Todas as correlagdes apresentaram resultados de p < 0,05, isto é, muito significativas.
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Na Figura 1a, o comprimento do fruto é relacionado com o peso, sendo este
ualtimo um bom preditor para o primeiro (proximo de 78%). Na Figura 1b, a largura do
fruto também € relacionada com o peso, sendo este ultimo um bom preditor para o
primeiro (préximo de 87%). Quando relacionadas a largura e ao comprimento (Figura
1c), observa-se uma razoavel correspondéncia entre ambos, sendo que a variavel peso
explica com mais precisdo a variacdo da largura do que o comprimento préximo de

58%.
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Figura 1 — Comportamento das variaveis biométricas dos frutos de tapereba: a)
comprimento (mm) x peso (g), b) largura (mm) x peso (g) e c) largura (mm) X
comprimento (mm).

Como anélise complementar, nas Figuras 1a, b, c, eixos dos graficos “box-plot”
que indicam n&o estdo todos centralizados no eixo horizontal. Uma visualizagdo mais
detalhada destas variacGes biométricas pode ser observada na Tabela 1. Por exemplo, na
Figura la, o peso médio estd proximo de 11 g, enquanto a extensdo da medida total dos

pesos esta aproximadamente entre 5 e 30 g. Isto é, 0 peso médio encontra-se deslocado



27

para a esquerda do eixo horizontal, precisamente 8 < P < 14, complementado por um
intervalo equivalente a aproximadamente um desvio padrdo. Ou seja, hd maior
frequéncia de frutos com pesos abaixo da média. Apesar da maioria dos frutos
encontrarem-se na faixa proxima e abaixo da média, alguns frutos mais pesados ficaram
proximos de 30 g. O mesmo ocorre com o grafico da Figura 1b, em relacdo ao didmetro
dos frutos. Contudo, a variancia ou dispersao em relacdo a media € menor do que aquela
que ocorre com o gréfico que relaciona o comprimento com o peso. Por outro lado, em
relacdo a Figura 1c, observa-se que a largura é apenas razoavelmente explicada pelo
comprimento ou vice-versa. Podemos concluir que a largura deve ser a medida
explicativa preferencial para avaliar analises biométricas quando se dispde da medida

peso para este tipo de fruto.

3.2 Infestacao

Nas anélises estatisticas, a infestacdo por moscas-das-frutas concentrou-se em
frutos de tapereba com comprimento entre 25 e 40 mm, largura entre 20 e 30 mm e peso

compreendido entre 5 e 18 g (Figuras 2a, b, c).
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Figura 2 — Infestacdo de moscas-das-frutas em relagcdo ao comprimento (a), largura (b)
e peso (c) dos frutos de taperebd. Na escala das abscissas 0.0 significa auséncia de
infestacédo e 1.0 significa presenca.



29

Ao se avaliar o indice de infestacdo (y) em fungdo de analise de regressao linear
maltipla em relacdo aos trés variaveis independentes biométricas simultaneas,

obtivemos o0s seguintes resultados (equacdo 1):
y=a+aC+a,L+ azP 1)

Onde o coeficiente do intercepto é a = 0,1175, p = 0,6818; o coeficiente do
comprimento a; = 0,01658, p = 0,0333; o coeficiente da largura a,= - 0,0158, p =
0,1670; o coeficiente do peso az = -0,0015, p = 0,9170. O cddigo da significancia €
dado por 0 "***' 0.001 "**' 0.01 *' 0.05 ' 0.1 "' 1. O erro padréo residual: 0,4306 com
596 graus de liberdade; o R-quadrado multiplo: 0,01352, R-quadrado ajustado:
0,008557; com F-estatistico: 2,723 com 3 e 596 GL, p-valor: 0,04358.

Interpretando o resultado da regressao observa-se que a infestacao (y) em funcgéo
das variaveis, comprimento, largura e peso, somente o primeiro parece influenciar a
infestacdo. Com excecdo do primeiro, os demais ndo influenciam ou ndo estdo
relacionadas. Portanto, ha uma correlacao significativa, entre o comprimento do fruto e
a infestacdo, mas esta Ultima é pouco explicada pela variagdo do comprimento (R? é
muito baixo). Conclui-se que, com excecdo desta Ultima varidvel, todos os demais

valores de p foram maiores que 0,05, resultando em teste n&o significativos.

3.3 Parasitismo

O parasitismo concentrou- se em frutos de tapereba com comprimento entre 30 e

40 mm, diametro entre 20 e 30 mm e peso compreendido entre 3 e 22 g (Figura 3a, b,

C).
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Ao avaliar- se o indice de parasitismo (z) em funcdo de andlise de regressdo
linear multipla em relacdo aos trés variaveis independentes biométricas simultaneas
foram obtidos os seguintes resultados (equacao 2):

z=b+b,C + b,yL + bsP )
Onde o Coeficiente do Intercepto € b = 0,0288, p = 0,886; Coeficiente do Comprimento
b; =0,00397, p = 0,468; Coeficiente do Diametro b,= - 0,00273, p = 0,734; Coeficiente
do Peso bz = -0,00098, p = 0,918; Cdodigo de significancia: 0 ***' 0.001 **' 0.01 "™*'
0.05'' 0.1 "' " 1; Erro padrdo residual: 0,3028 com 596 graus de liberdade; R-quadrado
maultiplo: 0,002715, R-quadrado ajustado: -0.00238; F- Estatistico: 0,5408 com 3 e
596 GL, p-valor: 0,6545.

Interpretando o resultado da regressdo, observa-se que o parasitismo (z) em
funcdo das variaveis comprimento, didmetro e peso nao explicam sua varia¢do ou nédo
estdo relacionados. Todos os valores de p foram maiores que 0,05, ou nao foram

significativos.
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Figura 4 — Analise de clusters em relacdo as caracteristicas biométricas, parasitismo e
infestacdo dos frutos de tapereba. a) O BIC é o indicador da melhor escolha do modelo
(EEV e VEV). b) incertezas ou probabilidade associada ao quanto € provavel que aquele
objeto faz parte daquele cluster que o método indicou.

Os resultados da analise de cluster indicam que valores de BIC mais elevados
definem o numero provavel de grupos amostrais. Portanto, de acordo com o gréafico da
Figura 4a, o BIC méaximo encontra-se proximo de -1.800 e com valores constantes
guando se aumenta o numero de parametros (quadrados azuis e verdes na parte superior
do grafico). Ou seja, persiste na amostra global apenas um unico grupo de frutos com
caracteristicas “homogéneas”. Os identificadores dos modelos escolhidos EEV e VEV
significam, respectivamente, distribuicdo do aglomerado tipo (elipsoidal), volume

(igual), forma (igual) e orientagdo (variavel) do aglomerado (cluster) e distribuicao
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(elipsoidal), volume (variavel), forma (igual) e orientagdo (variavel) do aglomerado
(cluster). Portanto, 0 melhor modelo e o nimero provavel de cluster é igual a 1, sendo

0s EEV e VEV os mais adequados para representarem as amostras.

4 DISCUSSAO

O indice de infestacdo obtido no presente trabalho foi semelhante aos obtidos em
areas periurbanas de Santana (45,7 puparios/kg) e Ferreira Gomes (52,3 puparios/kg),
por Silva et al. (2007b) e Silva e Silva (2007), respectivamente, e inferior aos obtidos
em areas rurais e urbanas dos municipios de Itaubal do Piririm (141,1 puparios/kg) e
Macapa (141,7 puparios/kg), por Silva et al. (2007a) e Cunha et al. (2011),
respectivamente. Esse resultado também foi superior aos obtidos por Birke e Aluja
(2011) em Spondias spp. nos municipios mexicanos de Apazapan (32 puparios/kg),
Carrizal (33.5 puparios/kg), Veracruz (1.3 puparios/kg) e Tuzamapan (39.5).

O parasitismo natural pode ser considerado alto em relacdo aos obtidos nos
municipios de Santana (10,5%), Itaubal do Piririm (11,9%) e Ferreira Gomes (21,7%),
por Silva et al. (2007b), Silva et al. (2007a) e Silva e Silva (2007), respectivamente, e
menor ao obtido no municipio de Macapa (46,6%) por Cunha et al. (2011). O
parasitismo também foi superior aos obtidos por Hickel (2002) em Vigosa (10,72% e
2,63%). Com efeito, o taperebd mostrou-se um importante repositério natural de
parasitoides, sendo as espécies de Braconidae: D. areolatus e O. bellus, as mais
abundantes e com maior potencial de atuar na regulacdo populacional de moscas-das-
frutas.

Pela primeira vez no estado do Amapa foi possivel associar as espécies de

parasitoides D. areolatus e O. bellus com A. antunesi. A primeira espécie havia sido
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registrada simultaneamente com A. antunesi no estado do Para por Pereira (2009), a
segunda foi associada por Silva e Ronchi-Teles (2000) no Amazonas.

A ocorréncia simultanea das espécies A. obliqua e A. antunesi em apenas dois
frutos infestados, demonstra a baixa competicao interespecifica, devido principalmente
aos feroménios deterrentes de oviposicdo que as espécies deixam na superficie dos
frutos apos a deposicdo de ovos (VILELA; KOVALESKI, 2000). Esse feromonio é
responsavel pela marcagdo dos frutos que ja foram ovipositados, evitando que outra
espécie ou individuos da mesma espécie depositem seus ovos no fruto ja utilizado como
hospedeiro, garantindo a baixa competitividade inter e intraespecifica e a maior chance
de sobrevivéncia das larvas.

A infestacdo concentrou-se em frutos de peso, didmetro e comprimento médio,
excluindo os frutos de medidas e de pesos extremos. Cabe ressaltar que o tapereba é
uma arvore frutifera ndo domesticada e que seus frutos sdo muito irregulares e
desuniformes variando de pequenos a grandes. A preferéncia de moscas-das-frutas por
frutos de tamanho médio pode estar relacionada a uma estratégia de sobrevivéncia, pois
larvas que infestam frutos muito pequenos podem ser mais facilmente parasitadas
(HICKEL, 2002) e frutos muito grandes podem servir de sitio de oviposi¢do para outras
fémeas aumentando a competicao por espaco e alimento (SIVINSKI et al., 2004). Além
disso, o posicionamento dos frutos na planta também pode influenciar os niveis de
infestacdo e a preferéncia por frutos de tamanho mediano, porém, o que parece € que a
prépria planta produz mais frutos medianos do que frutos de grande e de pequeno porte,
podendo ser um dos fatores que influenciam os maiores indices de infestacdo nesses
frutos medianos.

O parasitismo assim como a infestagdo concentrou-se nos frutos de tamanho

médio, excluindo os de maior e de menor tamanho (Figuras 3a, b, c). Esse resultado



35

pode ser explicado pelo fato dos parasitoides procurarem os frutos infestados e com
maior chance de encontrar as larvas. Porém, segundo Hickel (2002), o parasitismo é
maior em frutos de polpa menos espessa, portanto, de menores dimensdes e peso.

Contudo, nao foi esse o resultado encontrado neste estudo.

5 CONCLUSOES

A hipGtese de que as espécies de moscas-das-frutas infestam aleatoriamente os
frutos de taperebd, independentemente de suas dimensdes geométricas ou de seu peso
(biometria), foi rejeitada. Portanto, percebe-se que o processo de infestagdo e
parasitismo no tapereba tende a ocorrer preferencialmente devido as caracteristicas
fisicas dos frutos, com dimensdes geométricas (diametro e comprimento) e gravimétrica
(peso) proximas dos valores médios de suas distribui¢des. Este fato sugere certa rejeicéo
das moscas pelos frutos extremamente compridos ou largos ou pesados e extremamente

leves ou pequenos.
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RESUMO: O posicionamento filogenético e as relagdes sistematicas das espécies de
Anastrepha tém sido foco de diversas pesquisas. Varias espécies de tefritideos, como
Anastrepha fraterculus e Anastrepha obliqua, aparentemente ndo sdo monofiléticas.
Porém, a espécie A. obliqua, que pertence ao grupo fraterculus e ocorre em toda a
Regido Neotropical, pode ser um complexo de espécies, assim como A. fraterculus,
principalmente devido a grande variedade de biomas em que ocorre. O objetivo deste
trabalho foi analisar a variacdo genética em populages de A. obliqua no estado do
Amap4, utilizando um fragmento do gene mitocondrial COIl, e para isso foram
analisadas 10 populacbes de A. obliqua de diferentes localidades do estado do Amapa.
Na andlise filogenética foi obtido um fragmento de 584 pares de bases do gene
mitocondrial COI para 74 espécimes de A. obliqua, destes 496 sitios eram conservados e
88 variaveis, dos quais 84 sdo informativos para parcimoénia. A média da distancia
genética entre as populacbes de A. obliqua foi de 0,02 + 0,001. Foram encontrados 28
hapldtipos com diversidade haplotipica de 0,909, diversidade nucleotidica de 0,021,
Gst= 0,096 e Nm= 2,34. O Haplédtipo 1 (f=18) foi o mais frequente representando
24,3% das amostras. Foram obtidos 20 hapl6tipos exclusivos, distribuidos entre os 10
municipios estudados. As amostras dos municipios Porto Grande e Cutias do Araguari
apresentaram maior numero de hapl6tipos, com seis hapl6tipos cada. As analises
genéticas sugerem que as populacdes de A. obliqua de todas as localidades amostradas
no estado do Amapa apresentam alta diversidade mantida provavelmente devido a
conservacdo das florestas dessa regido, que possibilita a existéncia de uma grande
diversidade de hospedeiros. A auséncia de fragmentacdo, aliada ao movimento dos

habitantes, pode favorecer a manutengéo do elevado fluxo génico entre as populagdes.

Palavras-chave: Caracterizagdo molecular, moscas-das-frutas, Amazénia, COI
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ABSTRACT: The phylogenetic position and the systematic relationships of Anastrepha
species have been the focus of several studies. Several species of tephritids such as
Anastrepha fraterculus and A. obliqua are apparently not monophyletic. However,
species A. obliqua, which belongs to the group and fraterculus occurs across the
Neotropics may be a species complex, and A. fraterculus, mainly due to the wide
variety of biomes in which it occurs. The objective of this study was to analyze genetic
variation in populations of A. obliqua in the state of Amap4, using a fragment of the
mitochondrial COI gene, and this was analyzed 10 populations of A. obliqua in different
locations in the state of Amapa. Phylogenetic analysis was obtained in a fragment of
584 bp of the mitochondrial COI gene for 74 specimens of A. obliqua, 496 of these sites
were conserved and 88 variables, of which 84 are informative for parsimony. The
average genetic distance between populations of A. obliqua was 0.02 £ 0.001. There
were 28 haplotypes with a haplotype diversity 0.909, nucleotide diversity of 0.021, Gst
= 0.096 and Nm = 2.34. The Haplotype 1 (f = 18) was the most frequent representing
24.3% of the samples. We obtained 20 unique haplotypes distributed among 10
municipalities. Samples of the municipalities of Porto Grande and Cutias do Araguari
had the highest number of haplotypes, each with six haplotypes. Genetic analyzes
suggest that populations of A. obliqua from all locations sampled in the state of Amapa
have maintained high diversity probably due to forest conservation in this region, which
allows the existence of a wide variety of hosts. The absence of fragmentation, coupled
with the movement of people, can promote the maintenance of high gene flow between

populations.

Keywords: Molecular characterization, fruit flies, Amazon, COI
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1 INTRODUCAO

Informagdes moleculares sdo fontes de caracteres e muitas vezes permitem a
resolucdo de relagBes filogenéticas em situaces em que a morfologia ndo pode
resolver. De acordo com Avise (1994), é comum estudos de DNA mitocondrial
(DNAmt) revelarem variacOes entre populacoes de diferentes areas geogréficas.

Caterino et al. (2000), em sua revisdo sobre a sistematica molecular de insetos,
relatou varios trabalhos relacionados ao uso dos genes COl e COIl e em relacdo a
sistematica molecular de dipteros, dentre os quais destacam-se Ayala et al. (1996),
Wetterer et al. (1998) e Chiotis et al. (2000). Nos ultimos anos, esta técnica tem sido
aplicada para elucidar problemas taxondmicos para a familia Tephritidae,
principalmente para o género Anastrepha.

O primeiro estudo a usar sequéncias de DNA para analisar as relacdes entre
diferentes grupos de espécies dentro do género Anastrepha foi realizado por McPheron
et al. (1999), no qual foram analisadas 40 espécies pertencentes a 14 grupos especificos,
incluindo 10 espécies do grupo fraterculus, usando sequéncias do gene mitocondrial
RNA ribossomal 16S. Esse estudo nédo elucidou satisfatoriamente as relagdes dentro do
grupo fraterculus devido a reduzida variagdo das sequéncias do 16S.

O posicionamento filogenético e as relagcdes sistematicas das espécies de
Anastrepha tém sido foco de pesquisas de Bidlogos evolucionistas, Entomologistas e
Agrénomos (SILVA, 2008). Diversas espécies de tefritideos, como Anastrepha
fraterculus (Wied. 1830) e Anastrepha obliqua (Macquart 1835), aparentemente néo
sdo monofileticas (SMITH-CALDAS et al., 2001). Sabe-se, porém, que a espécie A.
obliqua, que pertence ao grupo fraterculus e ocorre em toda a Regido Neotropical, pode
ser na verdade um complexo de espécies, assim como A. fraterculus, principalmente

devido a grande variedade de biomas em que ocorre.
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A espécie A.obliqua tem ampla distribuicdo geografica e ocorre desde o norte do
México até o sul do Brasil, sendo também encontrada nas ilhas do Caribe (FOOTE et
al., 1993; HERNANDEZ-ORTIZ; ALUJA, 1993; ALUJA, 1994) e ocasionalmente nos
estados do Texas e Califérnia, E.U.A. (EPSKY et al., 2003). No Brasil, € a segunda
espécie mais polifaga, infestando 37 espécies de hospedeiros de oito familias boténicas
(ZUCCHI, 2011).

Os hospedeiros preferenciais desta espécie de tefritideo sdo espécies da familia
Anacardiaceae, sendo o tapereba (Spondias mombin L.) o seu principal hospedeiro no
estado do Amapa (SILVA et al., 2011). No entanto, essa espécie também causa danos
Severos nos pomares comerciais de manga em varios paises (ALUJA et al., 1987;
CARVALHO et al., 1998; 2010; FERREIRA et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi analisar a variacdo genética em populagdes de A.
obliqua no estado do Amapa utilizando um fragmento do gene mitocondrial COl. Por
ser uma espécie importante do ponto de vista econdmico, com ampla distribui¢do
geogréfica e adaptada a varios biomas é imprescindivel que se realize um estudo desta
natureza. Além disso, este trabalho justifica-se pela complexidade taxonémica existente
no género Anastrepha os dados obtidos a partir deste estudo constituir-se-d0 em
importantes ferramentas diagndsticas para uma melhor descricdo da diversidade
taxondmica deste grupo e definicdo de estratégias mais eficientes de controle da espécie

em questéo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencéo dos exemplares de Anastrepha obliqua

Foram analisadas 10 populagbes de A. obliqua de diferentes localidades do
estado do Amapa (Figura 1 e Tabela 1). Os exemplares foram obtidos a partir de frutos
de tapereba coletados aleatoriamente diretamente sob o dossel da planta e recém-caidos
em bom estado. Em cada municipio, foram coletados 100 frutos de diversas plantas para
garantir a variabilidade genética das fémeas de A. obliqua, em seguida, os frutos foram
acondicionados em bandejas com uma fina camada de areia esterilizada e cobertas com
organza presa por elastico, posteriormente foram acondicionadas em uma sala para
obtencdo dos puparios (SILVA et al., 2011).

As amostras foram examinadas a cada cinco dias para a remogao dos puparios.
Depois de separados, os puparios foram contados e transferidos para frascos de plastico
transparente contendo uma camada fina de vermiculita umedecida e cobertos com
organza presa por tampa vazada. Os frascos foram dispostos em camaras climatizadas
sob condicdes controladas de temperatura (26,5+0,3°C), umidade relativa do ar (70+5%)
e fotofase (12 horas) e observados diariamente, para obtencdo de moscas-das-frutas.
Apds a emergéncia, 0s insetos permaneceram vivos por pelo menos 24 horas nas
camaras, para que suas estruturas morfoldgicas adquirissem coloracdo peculiar,
importante para a identificacdo taxondmica (SILVA et al., 2011).

Os insetos foram acondicionados em frascos de vidro contendo etanol 70% para
posterior identificacdo, sendo as respectivas informacGes registradas em planilhas. A
identificacdo dos exemplares de Anastrepha foi realizada em nivel de espécie baseando-
se no exame ventral do apice do aculeo, com base na chave de Zucchi (2000). Os 10
exemplares de cada populagéo destinados aos estudos moleculares foram transferidos

para etanol absoluto com um cédigo de identificacdo que distingue o local da coleta.
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Espécimes “voucher” serdo depositados em uma Cole¢ao Entomoldgica a ser criada no

Laboratorio de Entomologia da Embrapa Amapa.

Serra do Navio (SNV

artarugalzinho (TART)

Cutias do Araguari (CUT)
Pedra Branca do Amapari (PB

erreira Gomes (FG)

Figura 1 - Mapa do Estado do Amapa com os pontos de coleta de exemplares de A.
obligua. Os 10 municipios onde foram feitas as coletas estdo representados pelos
pontos. (Adaptado de IBGE, 2011).
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Tabela 1 - Locais de coleta de exemplares de A. obligua com as coordenadas
geogréficas, nimero de amostras coletadas e nimero de amostras sequenciadas.

Localidade Latitude Estado N° fémeas N° fémeas
Pais Longitude coletadas sequenciadas

Brasil Serra do Navio (SNV) N 0° 52 8,7 AP 10 8
W 52°1°32,8”

Brasil Macapa (MCP) NO0°1’574 AP 10 10
W 51°3°42,1”

Brasil Cutias do Araguari (CUT) N 0°57° 20,17 AP 10 10
W 50° 47 1,9

Brasil Santana (STN) S0°232,0” AP 10 8
W 51°10° 4,17

Brasil Tartarugalzinho (TART) N 1°30’ 20,1~ AP 10 6
W 50° 54° 38”

Brasil Porto Grande (PG) N 0° 42 22,67 AP 10 9
W 51° 24’ 30,2”

Brasil Pracuuba (PRAC) N 1° 43’ 26,6 AP 10 9
W 50° 52° 29,37

Brasil Pedra Branca do Amapari N 0° 46’ 12,9” AP 10 4
(PB) W 51°57° 12,17

Brasil Ferreira Gomes (FG) N 0° 50 54,7~ AP 10 6
W 51°11° 25,57

Brasil Calgoene (CAL) N 2°29’ 58,57 AP 10 4
W 50° 56° 32,8”

Total 100 74

2.2 Extracdo de DNA

O DNA total foi extraido a partir de tecido muscular (pernas) das fémeas,

utilizando-se o kit “DNeasy Blood & Tissue kit” (Qiagen®), segundo o protocolo do

fabricante para extracdo destrutiva.

2.3 Amplificagdo do fragmento do gene mitocondrial que codifica para a

subunidade | da citocromo oxidase (COIl)
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Um fragmento da regido do genoma mitocondrial (COIl) utilizado na presente
andlise foi isolado e amplificado através da técnica de PCR (Reagdo em cadeia da
polimerase) usando-se as seguintes combinacdes de “primers”: LCO-1490 (5-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) e HCO-2198 (5-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) (FOLMER et al., 1994).

Para a reacdo de amplificacdo foram utilizados tampao de reagdo 1X, 250 uM
de cada um dos di-nucleotideos tri-fostato (A, T, C, G), 10uM de cada um dos
oligonucleotideos iniciadores (“primers”), cloreto de magnésio 25 mM, 0,25 unidades
de Tag DNA polimerase e agua-milliQ estéril, 3 uL. de DNA total, em um volume final
de 25 pL.

A amplificacdo foi realizada em termociclador (Termociclador Mastercycler
Gradiente, Eppendorf) com programa especifico para o protocolo de amplificagdo que
consiste em 3 minutos de desnaturacdo inicial a 94°C, seguido de 39 ciclos de
desnaturacdo por 1 minuto a 94°C, anelamento por 1 minuto a 50°C e extenséo por 1
minuto a 72°C. Ao final da reacdo uma etapa de extensdo a 72°C por 10 minutos. Em
cada reacdo foi incluida um controle negativo para verificar a ocorréncia de
contaminagéo.

Foram corridos géis de agarose a 2% corados com brometo de etideo (5
mg/mL), com tampdo TBE 0,5X. As amostras foram preparadas de acordo com
Sambrook et al. (1989) para verificacdo dos fragmentos amplificados utilizando-se 2uL
de produto de PCR, 3 pL de uma solug¢do de azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol
0,25%, sacarose 40% e 4 ul de agua milli-Q estéril.

Como marcador de peso molecular foi utilizado ®X174 RF digerido com
Haelll (“Fermentas Life Sciences”), para verificar o tamanho e a concentracdo dos

fragmentos de DNA dos produtos de PCR. Apds cerca de 30 minutos de eletroforese, 0s
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géis foram visualizados sob luz UV (cerca de 300 nm) e fotografados com camara
digital Kodak Digital Science DC120 Zoom acoplada a um computador equipado com o
programa Kodak Digital Science TM Electrophoresis Documentation and Analysis
System 120. Os produtos de PCR foram estocados em “freezer” a -20°C para posterior

sequenciamento.

2.4 Reacao de Purificacdo dos fragmentos amplificados

Apo6s a amplificacdo do DNA pela reacdo de PCR, as amostras foram
purificadas para a eliminacdo de residuos de “primers”, de RNA e
desoxirribonucleotideos (ANTPS) que podem interferir no sequenciamento. Para a
purificagdo, foram utilizadas as enzimas exonuclease | de Escherichia coli (EXOI) e
fosfatase alcalina de camardo (SAP) e o produto de PCR.

As reacOes de purificacdo foram realizadas em termociclador (Termociclador
Mastercycler Gradiente, Eppendorf) onde foram incubados a 37°C por 30 minutos e em
seguida a 80°C por 15 minutos. Para cada reacao de purificacdo foram corridos géis de
agarose a 2,0% corados com brometo de etideo (Spug/mL), utilizando o tampao TBE
0,5X preparado de acordo com Sambrook et al. (1989).

As amostras foram preparadas utilizando-se 12 pL de produto de PCR na
concentracao de 20 ng/ uL, 0,66 uL de EXOI, 0,66 pL de SAP ¢ 0,68 uL de agua Mili-
Q, totalizando 20 uL de solugdo. Os géis foram fotografados utilizando-se 0 sistema

Image Quant 350 (GE Healthcare).

2.5 Sequenciamento
Os produtos de PCR purificados foram sequenciados em sequenciador

automatico Mega BACE 1000 DNA Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech)
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no Centro de Estudos do Genoma Humano da Universidade de S&o Paulo com os
mesmos “primers” utilizados nas rea¢des de amplificacdo. O sequenciamento dos
fragmentos de DNA amplificados foi realizado de acordo com as instrucdes do
fabricante do “kit” de sequenciamento DYEnamic ET DyeTerminator (com
Thermosequenase™ II DNA polimerase da Amersham Biosciences) especifico para uso
em sequenciadores de DNA Mega BACE™,

Para a reacdo de sequenciamento, utilizou-se 1,0 uL de produto de PCR (20 pg/
pL) purificado, 1,5 puL de agua Mili-Q, 0,5 puL de “primer” (SuM) e 2,0 pL. de “mix” do
“kit” DYEnamic ET DyeTerminator. Ap6s o preparo da reacdo, a mesma foi levada ao
termociclador com um programa de 40 ciclos nas condigdes seguintes: 94°C por 30
segundos, 50°C por 30 segundos e 60°C por 80 segundos. Ap6s o término do processo,
o0 tubo com a reagdo foi embalado em papel aluminio e conservado a -20° C.

Ambas as fitas de DNA foram seqlienciadas para cada espécime utilizando-se

os “primers” “forward” e “reverse”, para evitar ambiguidades.

2.6 Analise dos dados

As sequéncias foram editadas no programa BIOEDIT 7.0.5.2 (HALL, 1999) e
alinhadas com auxilio da ferramenta Clustal W Muliple Alignment (THOMPSON et al.,
1994) implementado no programa BIOEDIT 7.0.5.2 (HALL, 1999). O numero de
haplétipos, diversidade haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (Pi), divergéncia
genética entre as populacdes (Gst) e nimero de migrantes por geracdo (Nm) foram
estimados no programa DNAsp 4.0 (ROZAS et al., 2006). A rede de haplotipos foi
obtida pelo programa NETWORK 4.5.1.0 (BANDELT et al., 2008). A arvore da
reconstrucdo filogenética foi obtida no programa MEGA 4.1 (TAMURA et al., 2007)

com o método Neighbor-Joining (NJ) utilizando-se a distancia Kimura-2-Parametros
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(Kimura 1980). O Bootstrap da anélise de NJ (1.000 repeticdes) foi realizado para
estimar o suporte da topologia dos ramos. Dois exemplares de Anastrepha pickeli Lima,

do grupo spatulata, foram utilizados como grupo externo.

3 RESULTADOS
3.1 Andlise Filogenética

Foi obtido um fragmento de 584 pares de bases do gene mitocondrial COI para
74 espécimes de A. obliqua de 10 localidades do estado do Amapé (Tabela 1). Foi
obtido um total de 496 (84,9%) sitios conservados e 88 (15,1%) variaveis, dos quais 84
(14,4%) séo informativos para parcimonia. O conjunto das sequéncias apresentou
desvio na composicdo nucleotidica, verificando-se uma porcentagem de A+T: 68,8% e
C+G: 31,3%. A média da distancia genética entre as populacfes de A. obliqua foi de
0,02 £ 0,001. O nivel méximo de distancia genética encontrado entre os pares de
sequencias foi de 0,08 entre A. obliqua de Porto Grande e Ferreira Gomes (PG/FG) e
Porto Grande e Tartarugalzinho (PG/TART).

As andlises filogenéticas recuperaram uma arvore que apresentou trés clados
principais (I, 11 e I11) apresentados na Figura 2. O clado | apresentou um grupo com
menor diversidade que incluiu popula¢fes dos 10 municipios estudados com pequenos
agrupamentos entre as populacdes. O clado Il é formado por dois grandes
agrupamentos, o primeiro apresenta menor variacdo genética entre 0s espécimes em
relacdo ao segundo. Este clado também é composto por popula¢des dos 10 municipios
amostrados, onde um individuo do municipio de Macapa (MCP) posicionou-se como
grupo irmdo do restante do clado. O clado Il apresenta 0 menor nimero de espécimes
(10) ocorrendo apenas nos municipios de Pracuuba (PRAC), Serra do Navio (SNV),

Porto Grande (PG), Tartarugalzinho (TART) e Ferreira Gomes (FG).
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Figura 2 - Reconstrucdo filogenética de A. obliqua baseada na regido do genoma
mitocondrial (COI) utilizando método Neighbor-Joining (NJ) e distancia Kimura-2
Parametros.
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3.2 Analise Haplotipica

Foram encontrados 28 haplétipos (denominados de H1-H28) com diversidade
haplotipica de 0,909, diversidade nucleotidica de 0,021, Gst= 0,096 e Nm= 2,34. A
frequéncia e distribuicdo dos haplétipos estdo apresentadas na Tabela 2. O H1 (f=18) foi
o hapldtipo mais frequente representando 24,3% das amostras, sendo encontrado em
quatro populagcdes Macapa, Santana, Serra do Navio e Cutias do Araguari, seguido pelo
hapl6tipo H3 (f=11) representando 15%, presente em seis populages Serra do Navio,
Porto Grande, Tartarugalzinho, Ferreira Gomes, Pracuiba e Pedra Branca do Amapari
(Figura 3). As amostras dos municipios Porto Grande e Cutias do Araguari
apresentaram maior nimero de haplo6tipos, com seis hapldtipos cada, seguido dos
municipios Macapd, Santana, Serra do Navio, Ferreira Gomes e Praculba, com cinco
hapl6tipos. A maior diversidade haplotipica (Hd) foi encontrada no municipio de
Calcoene com (Hd= 1,000) seguido do municipio de Ferreira Gomes com (Hd= 0,933).
A menor diversidade haplotipica encontrada foi de 0,777 em Cutias do Araguari. A
menor diversidade nucleotidica foi encontrada nos municipios de Cutias do Araguari,
Calcoene e Pedra Branca do Amapari (Pi= 0,004). A maior diversidade nucleotidica foi

encontrada nos municipios de Porto Grande, Pracuutba e Ferreira Gomes (Pi= 0,04).
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Tabela 2 - Frequéncia e distribuicdo de haplétipos mitocondriais para cada local de
coleta com seus respectivos codigos (MCP-Macapd; STN-Santana; SNV-Serra do
Navio; PG- Porto Grande; TAR-Tartarugalzinho; FG-Ferreira Gomes; CUT- Cutias do
Araguari; PRAC-Praculba; PB-Pedra Branca do Amapari; CAL-Calcoene).

MCP STN SNV PG TAR FG CuT PRAC PB CAL

H1 5 4 5
H2 1
H3

H4

H5

H6 1 2 1 2
H7 2 1

H8 1

H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H16 1 1
H17 1 1
H18 1
H19

H20

H21

H22

H23

H24 1
H25 1

H26 1

H27 1

H28 1

e = S N
N
N
N
N
N

I

N

[ I N N LY
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Frequéncia dos Hapldtipos
H26 H27 H28
H25 1% 1% 1%

H8 H5
1% 1%

Figura 3 - Haplotipos das 74 sequéncias de populagdes de A obliqua obtidas de 10
municipios do estado do Amapa.

A relagdo entre os hapldtipos mitocondriais é apresentada na rede de haplotipos
(Figura 4). O H1 é o mais frequente e os demais estdo distribuidos por toda a rede
apresentando alto nivel de variabilidade genética. Os hapl6tipos mais proximos
divergem do H1 por um passo mutacional e os mais distantes por oito passos
mutacionais. Foram obtidos 20 hapl6tipos exclusivos, distribuidos entre os 10
municipios estudados. Os hapl6tipos H4 e H5 sdo exclusivos de Serra do Navio (SNV),
0 H8 é exclusivo de Macapa (MCP), os haplétipos H9, H10, H11 e H12 sdo exclusivos
de Pracuuba (PRAC), os haplétipos H13, H14 e H15 séo exclusivos de Cutias do
Araguari (CUT), o H18 é exclusivo de Santana (STN), os haplétipos H20, H21, H22 e
H23 sdo exclusivos de Porto Grande (PG), o H24 é exclusivo de Calcoene (CAL), o
H25 é exclusivo de Tartarugalzinho (TART), o H26 é exclusivo de Pedra Branca do

Amapari (PB) e os haplotipos H27 e H28 sdo exclusivos do municipio de Ferreira
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Gomes (FG). Os haplétipos exclusivos apresentaram uma frequéncia de 27% e estdo

representados na Figura 4 pelos circulos com apenas uma cor.

mcP ] TART
cuT B re
STN B rraC
ssv - [l es
PG B ca

Figura 4 - Rede de hapl6tipos baseada na regido mitocondrial Citocromo Oxidase |
(CQI). Os haplétipos amostrados estdo indicados por circulos coloridos e os haplotipos
ndo amostrados estdo representados por pequenos pontos vermelhos. Os haplétipos
foram coloridos de acordo com os diferentes municipios: Macapa (MCP), Cutias do
Araguari (CUT), Santana (STN), Serra do Navio (SNV), Porto Grande (PG),
Tartarugalzinho (TART), Ferreira Gomes (FG), Pracutba (PRAC), Pedra Branca do
Amapari (PB) e Calcoene (CAL).
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4 DISCUSSAO

Neste estudo, realizado a partir de um fragmento de COl, foi encontrado 68,8% de
A+T, considerado um contetdo elevado, tipico de DNA mitocondrial de insetos e do
gene COIl em particular (CLARY; WOLSTENHOLME, 1985). Essa assimetria foi
registrada em muitos estudos no DNA mitocondrial de insetos e pode ser causada por
um enviesamento no uso de nucleotideos A ou T na terceira posicdo do cddon
(STEWART; BECKENBACH, 2006).

Neste estudo, foi detectada uma alta diversidade de hapl6tipos entre as
populacbes, uma baixa estrutura genética (Gst = 0,096) e alto fluxo génico (Nm= 2,34),
caracteristico de areas com reduzida fragmentacdo de florestas, tipicas das regides
amostradas. Foram encontrados 20 hapl6tipos Unicos de um total de 74 individuos
analisados. Ruiz-Arce (2009), em um estudo com A. obliqua de diferentes localidades
do estado de Veracruz, México, utilizando os genes (COI+ND1), obteve 22 hapl6tipos
Unicos de um total de 400 individuos analisados, um nimero proporcionalmente baixo
se comparado aos resultados apresentados neste estudo. A diversidade haplotipica e
nucleotidica obtidas neste trabalho foram 0,909 e 0,021 respectivamente, mais altas do
que os valores encontrados por Ruiz-Arce (2009), 0,6846 e 0,0017 respectivamente.
Isso demonstra a grande diversidade genética existente na regido amazénica,
caracteristica comum de centros de origem e dispersao de espécies. Esta diversidade
pode ser explicada por uma grande diversidade e disponibilidade de recursos para
oviposi¢do (SILVA, 2008). De acordo com este autor, estes fatores podem ser
responsaveis por divergéncias geneticas intrapopulacionais e, em uma escala temporal e
espacial maior, podem gerar dissimilaridades entre populacdes de determinada espécie.
Assim, o surgimento de adaptagcdes que possibilitem a exploracdo mais eficiente de

hospedeiros, ou ainda a exploracdo de novos hospedeiros acarreta maiores graus de
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diferenciacdo genética. Dessa forma, regides que ainda possuem florestas bastante
conservadas e com grande disponibilidade de hospedeiros tendem a apresentar
populacbes com diversidade genética mais alta. Além disso, populagdes ancestrais
geralmente possuem altos niveis de diversidade genética em contraste com as
populacdes estabelecidas mais recentemente, que muitas vezes mostram baixa
diversidade (WU et al., 2011).

A maior distancia genética encontrada foi de 0,08 entre as popula¢bes dos
municipios de Porto Grande e Ferreira Gomes (PG/FG) e Porto Grande e
Tartarugalzinho (PG/TART). O nivel médio de distancia genética entre as populacdes
de 0,02 £ 0,001 foi igual ao encontrado por McPheron et al. (1999), 0,02 + 0,002 em
estudos utilizando a regido mitocondrial DNAr 16S, e menor do que 0s observados por
Smith-Caldas et al. (2001), 0,03 + 0,006 em estudos com um fragmento do gene
mitocondrial COIl, ambos entre espécies do grupo fraterculus.

Apesar deste estudo ter sido realizado com moscas obtidas somente de frutos de
tapereba, a espécie em questdo infesta também 11 espécies de Myrtaceae, outras seis
espécies de Anacardiaceae e duas espécies de Malpighiaceae, além de uma espécie das
familias Sapotaceae, Apocynaceae, Combretaceae, Chrysobalanaceae e Oxalidaceae na
Amazobnia brasileira (ZUCCHI et al., 2011). Do mesmo modo, ha uma gama de
potenciais hospedeiros nativos em toda essa regido e que ainda ndo foram estudados, os
quais possivelmente podem servir de hospedeiros secundarios na auséncia do seu
hospedeiro preferencial. Aradjo e Zucchi (2006) mediram o aculeo de cinco espécies de
moscas-das-frutas oriundas de varios hospedeiros e de varias regides, entre elas A.
obliqua e constataram que ha variacdo no tamanho do apice do aculeo de individuos
dessa espécie obtidos de frutos de tapereba na Amazonia, corroborando os resultados de

grande variabilidade genética nesta regiéo.
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Os haplotipos H1, H3, H6 e H16 sdo os mais frequentes e estdo muito proximos
entre si, 0 que sugere que sd0 0S mais ancestrais e presentes em todas as localidades
amostradas no estado do Amapa. Os hapldtipos mais distantes sdo na maioria unicos e
essas caracteristicas sugerem que sejam derivados (Figura 4).

Em geral, populagdes de adultos de moscas-das-frutas tendem a permanecer em
locais com disponibilidade de &gua, alimentos, sitios de oviposicdo e reflgios, ndo se
conhecendo casos de migracdo de Anastrepha, apenas movimentos ndo-migratorios
relacionados ao forrageamento de determinado recurso, interrompidos quando o recurso
é encontrado (SUGAYAMA; MALAVASI, 2000). Porém, o transporte de frutos de um
local para o outro por habitantes e produtores rurais pode ser a causa da dispersao,
migracdo e estabelecimento de populagdes de A. obliqua para outras regibes mais
distantes do estado do Amap4, onde o deslocamento pela propria capacidade de voo do

inseto seria improvavel.

5 CONCLUSOES

Pode se verificar nas analises genéticas que as populacGes de A. obliqua de todas
as localidades amostradas no estado do Amapa apresentam alta diversidade. Esta
diversidade pode ser mantida provavelmente devido a conservagdo das florestas dessa
regido que possibilita a existéncia de uma grande diversidade de hospedeiros. A
auséncia de fragmentagédo, aliada ao movimento dos habitantes, pode favorecer a
manutencdo do elevado fluxo génico entre as populagfes. Estudos adicionais com
outros marcadores moleculares poderdo ajudar a refinar nossa analise e s@o necessarios
para melhor compreensdo da biologia e da dinamica populacional de A. obliqua no

Amapa.
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