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RESUMO

KAMIYA, A. C. Criagdo massal em dieta liquida e radioesterilizacgd o da
mosca-sul-americana Anastrepha sp.1 aff. fraterculus (Wied., 1830) (Diptera:
Tephritidae) . 2010. 71 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2010.

Tanto as técnicas de controle biolégico quanto a Técnica do inseto estéril (TIE), sédo
utilizadas em varios paises para o controle, supresséo e até mesmo erradicacdo de
moscas-das-frutas e outras pragas da agricultura, pecuaria e saude publica. O uso
de tais técnicas minimiza o emprego continuo de inseticidas, protege o ambiente e
se adequa aos padrdes de seguranca alimentar. No entanto, € necessario para a
implementacéo de tais programas, tecnologia para produzir milhdes de parasitoides
e a propria praga em laboratério com qualidade bioldgica similar aos insetos
encontrados na natureza e com custo competitivo com o controle quimico. Os
objetivos deste trabalho foi estabelecer protocolos para criacéo artificial de A. sp. 1
aff. fraterculus em dieta larval liquida que permita atingir niveis de criacdo massal,
para uma possivel diminuicdo no custo da criacdo e determinar a dose de radiacao
esterilizante para adultos de A. sp. 1 aff. fraterculus atendendo os parametros de
qualidade exigidos pela Técnica do Inseto Estéril com insetos provenientes da
criacdo do Laboratério de Radioentomologia do CENA/USP. Foram testadas sete
dietas em relagdo a dieta convencional utilizada no laboratério de Radioentomologia
do CENA/USP, que foi usada como controle. Todas as sete dietas tiveram em
comum a exclusdo do agar na sua formulacdo. Somente duas das dietas testadas
foram adequadas para o0 desenvolvimento larval da mosca, estas quando
comparadas com a dieta padrao, apresentaram resultados inferiores com relacao ao
volume de larvas recuperadas, emergéncia e o peso das pupas, porém, nao
apresentaram diferencas significativas quanto aos periodos de desenvolvimento,
recuperagcdo pupal, razdo sexual e longevidade sob estresse. Conclui-se que é
possivel a substituicdo da dieta com agar por dietas liquidas para criacéo artificial de
A. sp.1 aff. fraterculus, de custo reduzido e com maior praticidade de manejo, porém
devidos aos seus parametros de qualidade inferiores aos da dieta padrdo, séo
necessarios maiores testes principalmente quanto a adaptabilidade do inseto ao
novo meio. Para determinar a dose esterilizante o presente trabalho analisou a
fertilidade, fecundidade, emergéncia, habilidade de véo e longevidade sob estresse
de A. fraterculus irradiadas com doses de 40, 50, 60, 70 e 80 Gy. A fonte de
radiacdo gama foi um irradiador de Co-60 (Gammabeam-650) localizado no mesmo
laboratorio. Os testes foram realizados sob as seguintes condi¢cdes ambientais: 26 +
1°C, 70 £ 5% RH, e fotofase de 12:12. A dose de r adiacdo gama esterilizante para
machos de A. sp. 1 aff. fraterculus foi determinada sendo 70 Gy. Fémeas irradiadas,
mesmo com a dose mais baixa de 40 Gy, ndo ovipositaram, possivelmente pela
atrofia dos ovarios causada pela radiacdo. A radiacdo nao afetou os demais
parametros de qualidade do inseto como emergéncia, longevidade e habilidade de
voo.

Palavras-chave: Anastrepha fraterculus. Moscas-das-frutas. Criacdo de insetos.
Dieta artificial. Técnica do Inseto Estéril. Radiacdo gama.



ABSTRACT

KAMIYA, A. C. Mass production in liquid diet and radioesterilizag ao of South
American fruit fly Anastrepha sp.l aff. fraterculus (Wied., 1830) (Diptera:
Tephritidae). 2010. 71 f. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na
Agricultura, Universidade de Séo Paulo, Piracicaba, 2010.

Both the biological control techniques as the Sterile Insect Technique (SIT), are used
in many countries to control, suppress and even eradicate fruit flies and other pests
in agriculture and public health. The use of such techniques minimizes the
continuous employment of insecticides, protects the environment and conforms to
standards for food safety. However, it is necessary to implement such programs,
technology to produce millions of parasitoids and the pest in its own laboratory with
biological quality similar to the insects found in nature and cost competitive with
chemical control. The objectives of this study was to establish protocols for artificial
rearing of A. sp. 1 aff. fraterculus in liquid larval diet that will achieve levels of mass
production for a possible reduction in the cost of establishing and determining the
dose of radiation sterilization of adult A. sp. 1 aff. fraterculus meeting the quality
parameters required by the Sterile Insect Technique with insects from the creation of
Radioentomologia Laboratory of CENA / USP. Seven experimental diets compared to
the conventional diet used in laboratory Radioentomologia of CENA / USP, which
was used as control. All seven diets have in common the exclusion of agar in its
formulation. Only two of the diets tested were suitable for larval development of the
fly, they compared with the standard diet, showed inferior results with respect to the
volume of recovered larvae, pupae and weight of emergency, however, no significant
differences regarding the periods of development , pupal recovery, sex ratio and
longevity under stress. It is possible to replace the diet with agar for liquid diets for
artificial creation of A. sp.1 aff. fraterculus, reduced cost and greater convenience of
handling, but due to their quality standards lower than the standard diet, more tests
are needed especially regarding the adaptability of the insect to the new
environment. To determine the sterilizing dose this study examined the fertility,
fecundity, emergence, flight ability and longevity under stress in A. fraterculus
irradiated with 40, 50, 60, 70 and 80 Gy. The radiation source was a gamma
irradiator with a Co-60 (Gammabeam-650) located in the same laboratory. The tests
were performed under the following environmental conditions: 26 £ 1 °C, 70 + 5%
RH and photoperiod of 12:12. The dose of gamma radiation sterilization for male A.
sp. 1 aff. fraterculus was determined with 70 Gy. Irradiates females, even with the
lower dose of 40 Gy, layed no eggs, possibly due to atrophy of the ovaries caused by
radiation. The radiation did not affect the other quality parameters such as insect
emergence, longevity and ability to fly.

Keywords: Anastrepha fraterculus. Fruit-flies. Insect rearing. Artificial diet. Sterile
Insect Technique. Gamma radiation.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil produz 43 milhdes de toneladas de frutas tropicais,
subtropicais e de clima temperado ao longo do ano. Dos 47% consumidos in natura
apenas 2% foram direcionados a exportacao, e a outra parte, 53%, foi destinada ao
processamento, a maior parte, suco concentrado e congelado de laranja, com 29%
comercializado ao mercado externo (IBRAF, 2010). Estes dados colocam o Brasil
como o terceiro maior produtor mundial de frutas, porém, em 15° no ranking dos
paises exportadores de frutas, posicdo bem abaixo do potencial brasileiro poderia
exercer no mercado internacional.

Para o Brasil se tornar mais competitivo e exportar mais, € necessario um
produto de qualidade, diferenciado e que cumpra as exigéncias fitossanitarias e
comerciais dos paises importadores. Exigéncias cada vez mais intensificadas e
crescentes com respeito a qualidade do produto, especialmente em relagdo a
presenca de residuos quimicos, medidas quarentenarias e boas praticas agricolas,
como o Sistema Integrado de Fruta (PIF). No caso das frutas, sua comercializacéo
no mundo € drasticamente limitada pela ocorréncia de moscas-das-frutas, esta
praga faz com que paises importadores imponham severas barreiras fitossanitérias
que dificultam ou impedem as exportagdes.

Consideradas as principais pragas da fruticultura mundial, as moscas-das-
frutas causam danos diretos e indiretos ao pomar, possuem um grande namero de
plantas hospedeiras e grande capacidade de adaptacéo. No Brasil, ttm destaque o0s
géneros Anastrepha e Ceratitis da familia Tephritidae, que possuem espécies como
Anastrepha fraterculus, Anastrepha obligua e Ceratitis capitata, todas de
consideravel importancia econémica para a fruticultura brasileira (ZUCCHI, 2000).

Hoje no Brasil, o controle ainda é feito de forma desregrada pelos fruticultores
gue gastam grandes quantidades de inseticidas, sem o adequado conhecimento das
espécies infestantes, dos niveis de infestacdo, da distribuicdo dos hospedeiros, do
controle biologico, do impacto ambiental e ndo se preocupando com a qualidade
final do produto. Porém, com a mudanca do perfil do consumidor, consciente dos
riscos da presenca de residuos de agrotoxicos em frutas, do PIF como exigéncia de
mercados importadores e das barreiras fitossanitarias, a pesquisa cientifica tem

buscado alternativas para o controle pragas. Um exemplo disso € o crescimento e
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consolidacédo de técnicas de controle biologico e da Técnica do Inseto Estéril (TIE)
para o combate de moscas-das-frutas (WALDER, 2000).

Tanto as técnicas de controle biolégico quanto a TIE, sédo utilizadas em varios
paises para o controle, supressao e até mesmo erradicacdo de moscas-das-frutas e
outras pragas da agricultura, pecuéaria e saude publica. O uso de tais técnicas
minimiza 0 emprego continuo de inseticidas, protege o ambiente e se adequa aos
padrées de seguranca alimentar.

No entanto, é necessario para a implementacao de tais programas, tecnologia
para produzir milhdes de parasitdides e a prépria praga em laboratério com
gualidade bioldgica similar aos insetos encontrados na natureza, devendo haver um
controle de qualidade desses insetos com base, principalmente, em parametros
biologicos. (CLARKE; McKENZIE, 1992; BIGLER, 1994). O sucesso destes insetos
no campo sao fundamentais para que tais técnicas se difundam entre os produtores.
O baixo desempenho pode resultar numa “propaganda negativa” e comprometer
todo um programa desenvolvido ao longo de muitos anos de pesquisa (PARRA,
2002).

Assim como a qualidade dos insetos, outro fator determinante para a
implementacdo de um programa de controle que envolva a criagdo de insetos é o
custo, determinando a viabilidade ou ndo da criagdo de muitas espécies. A relacao
custo-beneficio deve ser atraente o bastante, para competir com o controle quimico,

uma vez que o custo, muitas vezes, € quem mais influéncia na deciséo do produtor.
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1.1 Objetivos

» Estabelecer protocolos para criacao artificial de A. sp. 1 aff. fraterculus
em dieta larval liquida que permita atingir niveis de criacdo massal (>1milh&o

de adultos/geracédo), para uma possivel diminuigdo no custo da criacéo.

» Determinar a dose de radiacao esterilizante para adultos de A. sp. 1 aff.
fraterculus atendendo os parametros de qualidade exigidos pela Técnica do
Inseto Estéril com insetos provenientes da criacdo do Laboratorio de
Radioentomologia do CENA/USP.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mosca Sul Americana: Anastrepha fraterculus (Wied., 1830) (Diptera:
Tephritidae)

As moscas-das-frutas sdo pragas que causam grande prejuizo a fruticultura
mundial devido aos danos diretos e indiretos que causam a planta hospedeira. As
larvas podem destruir totalmente a polpa dos frutos, tornando-os imprestaveis ao
consumo. No orificio feito pelo ovipositor ocorre o apodrecimento, resultando em
gueda do fruto. Outro problema é a chamada “sucessédo de hospedeiros”, ou seja,
como atacam uma grande diversidade de frutiferas, elas passam de uma frutifera
para outra a medida que estas vao frutificando em diferentes épocas do ano
(MALAVASI; ZUCCHI, 2000).

Pertencem a ordem Diptera (com asas posteriores transformadas em
balancins), a subordem Brachycera (com antenas, normalmente com trés
segmentos), série Schizophora (com fissura ptilinal) e a familia Tephritidae (com
nervura subcostal dobrada em angulo) (ZUCCHI, 2000). Tefritideos sao
cosmopolitas, com distribuicdo limitada pela disponibilidade de hospedeiros e
condicdes climaticas extremas. As espécies desta familia podem ser divididas em
dois grandes grupos baseados em caracteristicas fisiologicas e ecoldgicas. No
primeiro grupo, incluem-se as espécies univoltinas com Unica geracdo anual e
diapausa, ocorrendo em regides temperadas, como o0 género Rhagoletis. No
segundo grupo, encontram-se 0S géneros Anastrepha, Ceratitis e Dacus,
multivoltinos com mais de uma geracdo anual, sem diapausa e distribuidos em
regides tropicais (BATEMAN, 1972).

Anastrepha fraterculus, conhecida popularmente como a mosca sul-
americana, é uma mosca-das-frutas de grande importancia econémica. E uma praga
primaria, ou seja, sua flutuacdo populacional freqlientemente atinge niveis de
densidade que exigem controle. Multivoltina, podendo ter mais de seis geracdes ao
ano, o que possibilita sua presenca em todos os meses do ano. A. fraterculus é
considerada uma das espécies mais polifagas, atacando mais de 80 espécies
frutiferas, incluindo manga, citrus, goiaba, maca e café (DA SILVA et al., 1996;
STECK, 1999). Devido a “sucessdo de hospedeiros”, ira transferir-se de diversas

frutiferas, cujas colheitas sao feitas durante o verdo, para variedades precoces de
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outras culturas e por apresentar um ovipositor mais longo atacam indistintamente
frutos verdes e maduros.

Distribui-se, exclusivamente, no continente americano, sendo encontrada da
Argentina até o sul dos Estados Unidos. Porém, € representativa apenas em paises
como o Uruguai, Argentina, Paraguai e Brasil. (BLEICHER et al., 1982; CANAL et al.,
1993; SALLES, 1995; NORA et al., 2000).

2.1.1 Ciclo de Vida de Anastrepha fraterculus

As moscas-das-frutas completam o seu desenvolvimento passando por 4
estagios: ovo, larva, pupa e adulto. As formas basicas de ovo, larva (tipo vermiforme)
e pupas (tipo coarctada) assemelham-se, de modo geral, entre as diferentes
espécies, ja os adultos possuem uma ampla variagao fenotipica.

As fémeas emergem com o0s ovarios ainda nao totalmente desenvolvidos,
consumindo alimentos ricos em proteinas, necessarios para completar o
desenvolvimento ovariano. Quando maduras reprodutivamente, sdo fecundadas e
selecionam o fruto hospedeiro para depositar seus ovos (SALLES, 1992).

Os periodos de desenvolvimento podem variar de acordo com uma série de
fatores, especialmente a temperatura. Estudando as exigéncias térmicas para o
desenvolvimento de A. fraterculus, Machado et al. (1995) observaram que a
temperatura base inferior para o ovo foi de 9,23C, larva 10,27, pupa 10,78T, e
para o ciclo de vida foi de 10,72<C. A maior longev idade para estes animais ocorreu
a 15T, diminuindo drasticamente a 25C. A faixa de temperatura 6tima para o

desenvolvimento biologico da A. fraterculus esta entre 15,28C e 26,79C.
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2-4 dias

Eclosédo dos ovos Acasalamento

Desenvolvimento larval [% 8-14 dias
no fruto

Maturagéo

Apodrecimento S—

. equeda do fruto

Emergéncia
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Figura 1 - A — A. fraterculus ovipositando em fruto, B — Ovos de A. fraterculus em
fruta, C — larva de A. fraterculus deixando o fruto, D — pupas no solo, E —
esquema de ciclo de vida das moscas-das-frutas, F — acasalamento de
A. fraterculus, G — macho de A. fraterculus, H — fémea de A. fraterculus

O ciclo de vida de A. fraterculus selvagem possui como principais eventos de
sua biologia, a 25°C:
. periodo de pré-oviposi¢do de 7 a 14 dias;
. oviposicao até os 46-62 dias;
. fecundidade de até 40 ovos/fémea/dia, com média de 25,2
ovos/fémea/dia;
. periodo de incubacao variando entre 1 e 3 dias;
. desenvolvimento larval de 12-14 dias;

. periodo pupal de 11 a 21 dias.
2.2 Criacdo em Dieta Atrtificial

A dieta nutricional preocupa-se com a propor¢cdo entre 0s nutrientes
necessarios para a espécie, bem como quanto do que foi ingerido pelo animal foi
assimilado e convertido no crescimento do mesmo. Do ponto de vista alimentar e
nutricional, as substancias podem ser divididas em primarias e secundarias. As
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primérias sdo aquelas que participam diretamente do metabolismo, influenciando
diretamente a sobrevivéncia, o desenvolvimento, a reprodugcéo e o comportamento
(HSIAO, 1985). Estas substancias sdo as proteinas, os carboidratos, os lipideos, as
vitaminas, 0s sais minerais, e para muitos autores a agua.

As substancias secundarias ou aleloquimicos, ndo participam do
metabolismo, mas influenciam a fagoestimulacdo, e o0 aproveitamento das
substancias primarias (DADD, 1985). De acordo com Bernays (1985) para se
conhecer as necessidades nutritivas de uma espécie, € importante conhecer o
comportamento alimentar da mesma. Isto se deve ao fato de que os estimulos
externos, e presentes nos alimentos, muitas vezes nao tém relacdo com os aspectos
nutritivos, mas séao fundamentais para que a ingestao aconteca.

As necessidades nutricionais dos insetos dependem de fatores bioticos (fase
de crescimento, reprodutiva ou de dispersdo) e abidticos (temperatura, umidade
relativa, etc). Se o0s insetos ndo conseguirem satisfazer suas necessidades
nutricionais minimas sofrerdo consequéncias na performance, tais como: tempo
prolongado de desenvolvimento reducdo na fecundidade e fertilidade, ndo sincronia
com os hospedeiros, morte prematura, etc. (SLANSKY; SCRIBER, 1985; SIMPSON,;
SIMPSON, 1990). Além da performance, a quantidade e a qualidade dos alimentos
ingeridos afetam também o comportamento alimentar dos insetos (STOFFOLANO,
1995). Alguns estudos demonstraram que as larvas de moscas-das-frutas preferem
frutos maduros, provavelmente porque sdo mais ricos em acgucares, além de se
desenvolverem mais rapidamente nestes do que em frutos mais verdes (CALKINS;
WEBB, 1988).

A alimentacdo e principalmente o comportamento alimentar apresentam
diferencas que refletem condi¢cBes bioticas e abioticas em que as diferentes espécies
de moscas-das-frutas estédo inseridas (ZUCOLOTO, 2000). O conhecimento dessas

diferengas é importante na estratégia de sua colonizac¢éo e criagdo massal.

2.2.1 CriacOes de Moscas-das-Frutas em Dietas Liqui  das
O maior problema para a criagdo em uma dieta liquida é encontrar um
substrato ideal para o desenvolvimento das larvas, especialmente de 1° e 2°

instares. Agarose, algodao, papel, gel e toalhas de algodéo ja foram testados em
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diversas espécies, porém sem resultados satisfatérios e com relatos de baixo
rendimento e alta mortalidade.

Chang et al. (2004) pesquisaram o desenvolvimento de uma dieta liquida
larval simples e todo um sistema de criacdo para diminuir custos e trabalho na
manutencdo de uma criacao artificial de Bactrocera cucurbitae, a mosca do melao.
Usou-se a dieta convencional (benzoato de sodio 0,11%, Nipagin 0,11%, acucar
7,35%, levedura Torula 3,55%, farelo de trigo 31,19% e agua 57,70%) como controle
e também como base inicialmente para as propor¢des dos ingredientes para a nova
dieta, substituindo a levedura Torula e o farelo de trigo pela mesma quantidade em
levedura de cerveja. Ajustes nas propor¢des foram necesséarios devido a uma
grande queda da recuperacdo pupal e, com o0s ajustes, chegou-se as seguintes
proporcdes para a dieta liquida: benzoato de sédio 0,09%, Nipagin 0,09%, acucar
5,96%, levedura de cerveja 11,51%, agua 81,08% e A&cido citrico 1,26%. Os
resultados da producédo larval foram aproximadamente os mesmos para a dieta
liquida e a convencional. Porém a recuperacéo pupal desde a criacdo larval na dieta
liquida é significativamente mais baixa, 80% do controle. Concluiu-se que a dieta
liguida é vantajosa no que se refere ao custo, trabalho e espago utilizado, e se
aperfeicoada, pode-se chegar a uma viabilidade igual ou maior que a convencional.

Com uma dieta composta de 100 ml de solugéo conservante, 12 g levedura
cervejeira, 2,7 g de sucrose, 4 g de soja hidrolisada, 2,75 ml de azeite de oliva e 2 ml
de emulsificante, Mittler e Tsitsipis (1973) obtiveram com Dacus oleae, a mosca das
oliveiras, um aumento de 10 vezes na producéo pupal. Os ingredientes depois de
batidos eram despejados em uma toalha de algoddo e logo apds 0s ovos eram
incubados. A dieta além de se mostrar de mais facil manuseio e confeccéo, diminuiu
consideravelmente os custos de uma criacao.

Fay e Wornoayporn (2002) testaram em pequena escala a substituicdo do
farelo de trigo da dieta convencionamente usada no Laboratério de Seibersdorf —
Vienna/Austria por diferentes substratos neutros reutilizaveis (cubos e folhas de
esponja de alta e baixa densidade, carpete e panos de flanela) em dieta de Ceratitis
capitata, sendo que a dieta convencional foi adotada como o controle do
experimento. No primeiro experimento houve apenas a substituicdo do farelo pelo
substrato neutro reutilizavel, a recuperacao pupal caiu pela metade, a duracdo do
periodo larval se estendeu por mais dois dias e a média do tamanho pupal caiu 10%.

A emergéncia dos adultos e habilidade de v6o ndo foram afetadas. Num segundo
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experimento, além da substituicdo do farelo de trigo pelos outros substratos, houve
também a adi¢do de levedura ou base de farelo. A recuperacdo pupal mostrou-se
semelhante a dieta controle no tratamento esponja em cubo de alta densidade com
levedura, as dietas enriquecidas com a base de trigo mostraram resultados
semelhantes a convencional nos seguintes substratos: esponja em cubo de alta
densidade, esponja em folha de alta densidade e pano de flanela. Para todos os
demais substratos os resultados foram inferiores aos da dieta convencional. A
inclusédo de levedura Torula e gérmen de trigo podem incrementar o desempenho da
dieta no substrato de esponja em cubos de alta densidade, que mostrou bons
resultados em todos os tratamentos.

Chang et al. (2006) desenvolveram uma metodologia para a criacao de larvas
de Bractocera dorsalis Hendel (Diptera: Tephritidae), mosca das frutas oriental, em
dietas liquida sem um agente solidificante pela primeira vez em larga escala. Tecidos
esponjosos de celulose foram usados como substratos para as larvas. Os
experimentos foram conduzidos para identificar as caracteristicas de duracao larval,
recuperacdo pupal, peso pupal, emergéncia, habilidade de vbo, acassalamento,
ecloséo, proporcao sexual, produgcéo de ovos e tempo de ecloséo da criagdo massal
em dieta liquida. O desempenho da criacdo na dieta liquida foi idéntica a
convencional, e testes preliminares mostraram que a dieta liquida pode ser usada

em criacdes de fabrica.

2.2.2 Criacao Artificial de Anastrepha fraterculus

Martins (1986) avaliou diferentes temperaturas (20, 25 e 30C), cinco dietas,
diferentes condicbes de umidade na eclosao das larvas, influéncia de cor e tipo de
receptaculo na postura (vermelha, verde e amarela) e influéncia do fotoperiodo.
Dessas dietas apenas trés foram favoraveis ao desenvolvimento completo do inseto
e mesmo assim com baixas viabilidades. A melhor delas, contendo bagacilho de
cana, germe de trigo e levedura, apresentou apenas 54%.

Para obter a oviposicdo em gaiolas, Alana (1999), testou um dispositivo de
oviposi¢cédo que consistia de uma malha parafinada de cor vermelha impregnada de
suco de manga, em gaiolas (66 x 31 x 60 cm) com 3000 adultos. Entretanto, a

viabilidade de ovos foi muito baixa (13%). Nas mesmas gaiolas, foram colocados 5
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copos plasticos vermelhos com orificios de 0,5 mm de diametro, preenchidos com
papel de filtro negro umedecido e estando o copo invertido sobre placas de Petri
com agua, porém nao foi observada boa disposicédo das fémeas para oviposicao.

Nufiez e Guzman (1999) relataram uma criacao artificial na Colémbia (1994-
1996) a partir de exemplares originérios de frutos de café. As condi¢bes da sala de
adultos foram 24<C, 70-80% de UR e fotofase de 10 h. As gaiolas (70 x 50 x 50 cm)
de acrilico e malha na frente comportavam 6.700 adultos, contendo também agua e
dieta de adulto (40% de proteina hidrolisada da Bioserve Inc., 56% de acucar, 2% de
mistura fortificante de Vanderzant e 2% de sais de Wesson). A oviposi¢ao era feita
em esferas de parafina com tela de algodéo, vaselina (1 de parafina: 1 de vaselina)
de cor amarela ou vermelha mais uma esponja umedecida por dentro. Os ovos eram
removidos com uma solucdo de benzoato de sodio, sendo incubados em placas de
Petri por 3-4 dias. A dieta larval era composta por torula tipo B (Bioserve Inc.) (6%),
acucar (6%), germe de trigo (6%), colesterol (0,05%), agar (3%), nipagin (0,1%),
benzoato de sédio (0,1%), agua (70-80%) e HCI (0,5 mL) para manter o pH entre
3,7-4,0. Os ovos eram semeados levando-se em consideracdo 5 larvas/mg dieta.
Depois de 10 dias, as larvas eram separadas do meio por lavagens e colocadas para
pupar em vermiculita, permanecendo ai por 13 dias. Os resultados nao foram
satisfatorios, pois a viabilidade ovo-adulto foi apenas de apenas 9,5+4,9%, sendo
também baixa a oviposicdo, além de altas perdas durante a incubacdo dos ovos e
nos dois primeiros instares larvais.

Salles (1999) descreveu os procedimentos de criagdo adotados na Embrapa
de Pelotas (Brasil). As gaiolas de adultos eram do tipo Peleg-Simon (200 x 60 x 35
cm), em salas a 252 e 60-70% de UR. A dieta de adultos era composta de
acucar (100 g), proteina de milho (50 mL), agua (300 mL) e mel (2 mL). Como
substrato de oviposicao utilizou “frutas artificiais” (8,5 g de Agar, 350 mL de agua, 75
mL de suco de amora, 4 mL de Nipagin) no formato de bolas envoltas em pelicula
plastica. Coletados os ovos, estes eram incubados por 2 dias (+x26°C) ou colocados
imediatamente sobre a dieta larval (60g de germe de trigo, 60g de levedura de
cerveja, 60g de agucar, 1g de benzoato de sodio, 400 mL de &gua, 6 mL de &cido
cloridrico a 37%, 8 mL de Nipagin a 10% em alcool, misturados com 10g de agar em
400 mL de agua quente) (SALLES, 1992). As pré-pupas eram retiradas com agua
corrente, cuja temperatura podia estar entre 10 e 35°C ndo se observando efeito

negativo. As variagbes demograficas desta criacdo eram muito grandes devido a
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uma série de problemas, sendo os resultados dessa forma de certo modo
inconsistentes.

Jaldo et al. (2001) propdem um novo método para a criacdo em massa de A.
fraterculus visando aumento da fertilidade e maior facilidade na criagéo, e o compara
com quatro outros trabalhos: Nufiez e Guzman (1999), Salles (1992, 1999) e
Gonzalez et al. (1971). Seu método alcanca resultados superiores as demais dietas
na ecloséao de ovos (84%), na recuperacao ovo-pupa (44%) e na quantidade de ovos
por fémea (625). Na emergéncia, Jaldo et al. (2001) ndo obtiveram resultado
superior (68%) frente aos 99,5% de Gonzalez et al. (1971) e 76% de Nufez e
Guzman (1999). Porém este desempenho foi devido ao uso de diferentes
ingredientes nas dietas larvais, enquanto Jaldo et al. (2001) usou levedura de
cerveja, os demais utilizaram levedura Torula, deixando a dieta com um alto custo. A
dieta de adulto era composta de proteina hidrolisada (10g), proteina de milho (10g),
acucar (40g), agua (50 mL), vitaminas (500 mg) e, aminoacidos (1 mL). Depois de
10-14 dias iniciava-se a oviposi¢cdo. Adultos eram mantidos nas gaiolas por 40 dias.
O painel de oviposicdo era composto por tecido voal com 25 orificios/cm, coberto
com uma fina camada de silicone (0,55 mm de espessura) e uma espuma externa
(0,01 x 0,9 x 0,6 m) umedecido com uma mistura de agua e suco de péssego (3:1)
evitando assim a desidratacdo e atraindo as fémeas. ApGs 24 h, a espuma era
removida e lavada para retirada dos ovos. Estes eram incubados em placas de Petri
com papel de filtro tmido por 48 h a 23-26 °C. A dieta larval era a de Salles (1992),
com a adicao de estreptomicina (1g: 1000g). Eram semeados de 8 a 10 ovos/g dieta.
Dezesseis dias depois, a pupagao ocorria em areia. A criagdo foi levada nessas
condicbes por 18 geracdes sem problemas. O controle de qualidade seguiu o padréo
da FAO/IAEA/USDA (1998). A viabilidade total média foi de 44%.

Vera et al. (2007) seguiram as condi¢Ges propostas por Jaldo et al. (2001),
porém fixando a umidade relativa da sala de criacgdo em 80% obteve melhor
resultado na recuperacao ovo-pupa. No mesmo trabalho, incorporou o bagaco de
cana na dieta larval, mas néao obteve resultado satisfatorio como o do agar. A coldnia
inicial foi estabelecida a partir de goiabas infestadas coletadas em 1997 e desde
entdo, sem nenhuma introdugéo de material selvagem. A sala de adultos foi mantida
em condi¢cdes controladas (25£1C, 80+10% de UR e fo tofase de 12hs). As gaiolas
eram montadas com 10.000 pupas (aproximadamente 4.060 fémeas) e providas de

agua e dieta. A coleta de ovos comeca uma semana apos a emergéncia dos adultos,
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sendo os ovos coletados 3 vezes/semana com uma esponja. Em seguida, 0os ovos
eram aerados em Becker (1:100) por 48hs, semeados na dieta larval (SALLES,
1992) numa densidade de 11 ovos/g dieta. Depois de 5 dias, bagaco de cana era
adicionado a dieta para permitir a saida das pré-pupas (7° dia), e pupacdo em areia
colocada ao redor das bandejas. A maturacao das pupas levava 10-12 dias. A partir
de junho de 2004, 90.000 ovos eram semeados por semana para se obter um
namero suficiente de pupas (60.000) para manutencdo da colbnia. A producao
meédia de ovos era de 1 milhdo/semana e de 2,4 mL de ovos/gaiola (1 mL ovos=
14.900 ovos). A viabilidade de ovos ficava em torno de 84%, viabilidade total de
56%, peso pupal (2 dias antes de emergéncia dos adultos) de 13 mg e proporgéo
sexual de 0,93.

No CENA/USP, foi estabelecida uma colbnia de Anastrepha fraterculus a
partir de frutos uvaia (Eugenia pyriformis) (WALDER et al., 2006), utilizando como
dieta larval a proposta por Salles (1992). As trés primeiras geracdes em laboratorio
foram obtidas sobre frutos de maméao. Nas geracbes seguintes (F4 a F7), a
producdo meédia foi de 7.553 ovos/geracdo; viabilidade de ovos de 28,1%;
recuperacéo de pupas menor que 10% e emergéncia de adultos em 59,5%. Fazendo
algumas modificacdes na metodologia de criacdo, foi possivel obter ganhos na
producdo. A producao de ovos/geracao saltou de 5,45 mL na F10 para 60,8 mL na
F17, porém a viabilidade permaneceu em 24 a 30%, e, quanto as pupas, de 10,5 mL
na F10 para 3.000 mL na F17. A emergéncia de adultos manteve-se alta (80 a 93%)
com razao sexual em 0,54 (WALDER et al., 2008).

Como A. fraterculus apresenta um alto indice de variabilidade entre
populacdes devido a diferencas de aspectos morfolégicos e genéticos (MALAVASI;
MORGANTI, 1982, STECK, 1999), representando o “complexo fraterculus”
(SELIVON; PERONDINI, 1998), optou-se por coletar espécimes de um uanico
hospedeiro (uvaia — E. pyriformis) e de uma Uunica planta. Este material
permaneceu em pequenas gaiolas (30x30x30) desde 2005 para a “domesticacao”
em laboratorio (WALDER et al., 2006). Em 2007, espécimes desta colonia foram
enviados para o Instituto de Biociéncias da USP os quais foram identificados como
sendo de uma Unica espécie criptica do complexo fraterculus: A. sp.1 aff.
fraterculus. (WALDER et al., 2008).

Braga Sobrinho (2009) testou oito diferentes dietas para larvas de A.

fraterculus com o objetivo de encontrar uma dieta eficiente e econémica. De oito,
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cinco dietas foram testadas em maior escala, nessa fase, duas dietas tiveram como
componente estrutural o farelo de trigo e fonte de proteina o levedo de cerveja e as
outras trés tiveram o bagaco de cana como componente estrutural e a proteina de
soja como fonte de proteina. Como dieta controle foi utilizada a de Salles (1999).
Seus resultados concluem que, dietas para larvas tendo como componente
estrutural o bagaco de cana-de-agucar e como fonte de proteina a proteina de soja,
com percentual de 13 % apresentaram resultado semelhante as que continham 18
% de proteina. Sugeriu que o uso da dieta com 13 % de proteina atende
perfeitamente ao desenvolvimento das moscas-das-frutas, por apresentarem
resultados favoraveis de recuperacdo de pupas, peso de pupas e emergéncia e

viabilidade de adultos.

2.3 Técnica do Inseto Esteéril

A TIE - Técnica do Inseto Estéril (Sterile Insect Technique - S.I.T.) é
considerada um tipo de controle biologico autocida ou genético, onde a praga €é
empregada para seu proprio controle, pois insetos estéreis competem no processo
de acasalamento com o0s selvagens férteis e consequentemente causa,
gradativamente, uma reducdo populacional, podendo chegar até a uma erradicacéo
(KNIPLING, 1955).

A TIE é utilizada em varios paises para o controle, supresséo e até mesmo
erradicacao de pragas da agricultura, pecuaria e saude publica. A introducédo desta
técnica no controle de pragas contribuiu para o desenvolvimento e até mesmo a
criacdo de novas areas entomoldgicas tais como a de criagdo de insetos em meios
artificiais (producdo massal), ecologia e simulacdo populacional, controle de
qualidade, radioentomologia, dentre outras (WALDER, 2000). E considerada como
um dos mais significativos eventos deste século na area entomologica, juntamente
com o isolamento e uso do patdgeno Bacillus thuringiensis e a descoberta do
inseticida DDT (RIDGWAY et al.,, 1992), sendo hoje uma técnica consagrada e
difundida pelos muitos exemplos de sucesso obtidos (KLASSEN et al., 1994).

Como a TIE é baseada na liberacdo de expressiva quantidade de insetos
estéreis (milhdes), conclui-se dai que a estratégia de criagdo massal dos mesmos &

fator limitante. A primeira aplicacdo com sucesso da TIE, erradicando a mosca da
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bicheira (Cochliomyia hominivorax), sé foi possivel apos anos de pesquisas para
viabilizar sua criagdo massal por meios artificiais (MELVIN; BUSHLAND, 1941).

Segundo a International Plant Protection Convention (IPPC) (FAO, 2005), a
Técnica do Inseto Estéril € definida como um “método de controle de pragas usando
liberagbes inundativas de insetos estéreis em area-ampla visando reduzir a
fertiidade de uma populacédo selvagem da mesma espécie”. Em outras palavras,
pode-se dizer que a TIE é composta de 3 etapas: (1) producdo massal da espécie-
alvo, (2) esterilizacdo dos insetos, (3) liberacdo no campo. A transferéncia de
esperma com mutacdes letais dominantes para as fémeas selvagens inviabiliza a
geracdo seguinte, os machos estéreis provocam uma gradativa diminuicdo da
populacao selvagem.

A esterilizacdo dos insetos nos programas que empregam a TIE
tradicionalmente nédo é feita por meio de quimioesterilizantes, uma vez que estes
podem causar problemas toxico e oncologicos aos organismos e aparecimento de
resisténcia por parte dos insetos tratados, aléem do fato de que a liberacdo de
milhdes de insetos quimioesterelizados representaria uma verdadeira agressao ao
ambiente (LaBRECQUE; SMITH, 1968).

O método de esterilizacdo que vem sendo mais empregado mundialmente é o
por radiacdo ionizante. Esta pode ser proveniente de radiois6topos como 60Co ou
137Cs (dois rios gama com energias de 1,17 e 1,33 MeV no Cobalto, e 0,66 MeV no
Césio), elétrons gerados por aceleradores que operem com energia menor que 10
MeV, e raios-X gerados por feixe de elétrons de energia abaixo de 5 MeV
(WALDER, 2000). Radiacdes geradas nessas faixas de energia (abaixo de 5 MeV
para fétons e 10 MeV para elétrons) evitam a inducdo de radioatividade nos
materiais irradiados (BAKRI et al., 2005a). Néutrons sdo mais efetivos que raios-X e
gama para a esterilizacdo de insetos (HOOPER, 1971). Entretanto, pelo fato de
néutrons poderem facilmente induzir radioatividade e pela imobilidade e mais dificil
disponibilidade de reatores nucleares (fonte usual de néutrons), o seu uso nao seria
pratico na maioria dos projetos envolvendo a TIE. Basicamente, quando um material
bioldgico é irradiado, sdo formados radicais livres e provocando quebras nos
cromossomos. Quando estas quebras ocorrem nas células germinativas, isso leva a
inducdo de mutacdes letais dominantes nos 6vulos e espermatozoides (LaCHANCE,
1967; CURTIS, 1971). Podem-se citar as seguintes vantagens ao se usar radiacao

para esterilizar insetos: o aumento de temperatura durante o processo €
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insignificante, os insetos estéreis podem ser liberados imediatamente apds terem
sido tratados, a irradiacdo ndo deixa residuos nocivos, e pode ser feita com os
insetos ja embalados (BAKRI et al., 2005b).

Pelo menos 20 programas de manejo integrado em area-ampla (Area-Wide
Integrated Pest Management, ou AW-IPM) no mundo integram a TIE no controle de
moscas-das-frutas (ENKERLIN, 2005). Eles podem ser agrupados, segundo a opc¢ao
estratégica utilizada, em quatro grupos (FAO, 2003):

(1) erradicacédo (consiste na eliminacdo de uma praga de uma determinada
area),

(2) supresséo (reducéo da populacao da praga),

(3) contencéo (aplicacédo de medidas fitossanitarias e regulamentos em uma
area infestada para evitar a dispersao da praga) e;

(4) prevencédo (aplicacdo de medidas fitossanitarias e regulamentos visando

prevenir a introdugdo ou re-invasdo da peste em uma area livre)

2.3.1 Radioesterilizacdo de Moscas-das-Frutas

Nos programas de TIE, moscas da familia Tephritidae vém sendo
tradicionalmente irradiadas 1 ou 2 dias antes da emergéncia do adulto pois a
irradiacdo em estadios pupais mais novos tende a gerar moscas de menor qualidade
em relacdo a propensidade de acasalamento, voo e producédo de feromdnio sexual
(FLETCHER; GIANNAKAKIS, 1973). A cor do pigmento dos olhos da pupa de C.
capitata pode ser utilizada como um indicador rapido e confiavel do momento
apropriado para a irradiagdo (RUHM; CALKINS, 1981), e técnicas como anoxia ou
baixa temperatura sédo utilizadas durante a irradiacdo, para minimizar efeitos
colaterais na biologia ou comportamento do inseto, principalmente sobre a
longevidade, comportamento sexual e dispersdo (LABRECQUE; KELLER, 1965).

Ha biofabricas em operacdo na Argentina, Chile, Peru, Guatemala, México,
Estados Unidos, Portugal, Africa do Sul, Tailandia e Espanha (KLASSEN; CURTIS,
2005). No Brasil, a Biofabrica Moscamed Brasil, localizada em Juazeiro, Bahia, foi
inaugurada em agosto de 2006 com o objetivo de aplicar a TIE na supresséo de C.

capitata, A. fraterculus, Cydia pomonella e Haematobia irritans (MOSCAMED, 2006).
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Doses de irradiagao para atingir 99,9% da esterilidade de machos liberados
foram determinadas para as larvas de: Cochliomya hominivorax (Coquerel)
(KNIPLING, 1955); mosca-das-frutas do Mediterraneo, Ceratitis capitata
(Wiedemann) (HOOPER, 1972; OHINATA et al., 1977, ZUMREOGLU et al., 1979;
WILLIAMSON et al., 1985); A. ludens (RHODE et al., 1961), Anastrepha fraterculus
(Wiedemann) (GONZALEZ et al., 1971); mosca-das-frutas do Caribe, Anastrepha
suspensa (Loew) (BURDITT et al., 1975); e A. serpentina (TOLEDO, 1992).

Geralmente, doses de irradiagcdo para moscas do género Anastrepha sao
menores do que aquelas aplicadas para atingir 99,9% esterilidade em C. capitata,
porém existem diferencas entre as espécies de Anastrepha, em relacdo aos
requisitos de esterilizacdo determinados. Este fato provavelmente pode ser atribuido
as diferencas existentes em sua biologia basica e demografia (CELEDONIO-
HURTADO et al., 1988; LIEDO; CAREY, 1996; ALUJA et al., 2000).

Atualmente, existe apenas um estudo publicado sobre os efeitos da irradiagao
em A. obligua (TOLEDO, 1993). Este trabalho foi realizado utilizando moscas
selvagens e inducao a esterilidade de machos irradiados (teste de Fried) e em grupo
de moscas nao irradiadas, nada foi relatado. Em uma recente revisdo sobre o
comportamento de acasalamento da mosca-das-frutas do Mediterraneo, no contexto
da técnica do inseto estéril, Hendrichs et al. (2002) concluiram que, embora a
mosca-do-mediterraneo esterilizada e vinda de criagcbes massais entre e compita
nas agregacbes de acasalamento (leks), transferéncia de esperma, e induza as
fémeas a reacdo refrataria e esterilidade na descendéncia, estas sdo claramente
menos competitivas do que os machos selvagens. Mudancas comportamentais
parecem ser causadas pelas condicdes de criacdo massal, pelo processo de
irradiacdo e pelos anos em que uma estirpe € realizada na colonizacdo (CAYOL,
2000). Em particular, altas doses de irradiacdo causam uma dupla reducdo no
desempenho de machos estéreis, comparado com o0s machos nao irradiados
(MORENO et al.,, 1991; LUX et al., 2002a), enquanto as condi¢cdes de criacdo
massal, e 0 nimeros de geracdes de uma estirpe realizada na coloniza¢éo, pode ou
nao ter um efeito sobre o desempenho no acasalamento de machos estéreis e
caracteristicas relacionadas (MORENO et al., 1991; CAYOL, 2000; LUX et al.,
2002b).

E, portanto, necessario investigar ndo apenas quais doses de irradiacdo sio

necessarias para atingir 99,9% da esterilidade em machos de moscas de
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A. fraterculus, mas também saber em que doses o desempenho de machos estéreis

comeca a ser afetado negativamente.
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3. CAPITULO 1:

Criacdo da Mosca-Sul-Americana Anastrepha sp.1 aff. fraterculus (Wied.,1830)

(Diptera: Tephritidae) em Dieta Liquida

3.1. Resumo

Programas de controle de pragas, como a Técnica do Inseto estéril ou a liberacéo de
parasitdides, s6 sdo possiveis quando a criacdo desses insetos em grandes
guantidades apresente viabilidade econdmica, sendo o custo muitas vezes, fator
decisivo na viabilidade ou n&o da implementacdo de um programa. A substituicdo do
agar é bastante estudada devido ao fato deste componente representar cerca de 60-
70% do custo total da dieta. O objetivo deste trabalho foi estabelecer protocolos para
criagdo artificial de Anastrepha sp.l aff. fraterculus em dieta larval liquida que
permita atingir niveis de criagdo massal, para uma possivel reducdo no custo da
criacdo. Foram testadas sete dietas em relacdo a dieta convencional utilizada no
laboratorio de Radioentomologia do CENA/USP, que foi usada como controle. Todas
as sete dietas tiveram em comum a exclusdo do agar na sua formulagéo, em
substituicdo, usou-se um pano esponja vegetal sobre um telado plastico separando
o pano e o fundo do recipiente da dieta. Das sete dietas testadas somente duas
foram adequadas para o desenvolvimento larval da mosca-sul-americana. Cinco
delas apresentaram problemas de ordem fisica por estarem excessivamente liquidas
ou pegajosas, sendo o desenvolvimento das larvas nulo ou insuficiente. As duas
dietas consideradas adequadas, quando comparadas com a dieta padréo
apresentaram resultados inferiores com relacdo ao volume de larvas recuperadas,
emergéncia e 0 peso das pupas, porém, ndo apresentaram diferencas significativas
quanto aos periodos de desenvolvimento, recuperacdo pupal, razdo sexual e
longevidade sob estresse. Conclui-se que € possivel a substituicdo da dieta com
agar por dietas liquidas para criacao artificial de A. sp.1 aff. fraterculus, de custo
reduzido e com maior praticidade de manejo. Embora seja possivel obter um ciclo
completo da mosca-sul-americana em dieta artifical liquida para larvas, seus
parametros de qualidade avaliados foram inferiores aos da dieta padrdo com agar,
portanto, sdo necessarios para sua utilizacdo, maiores testes futuros principalmente
quanto a adaptabilidade do inseto ao novo meio.

Palavras-chave: Anastrepha fraterculus. Moscas-das-frutas. Criacdo de insetos.
Dieta artificial.
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3.2. Abstract

Pest control programs, such as the sterile insect technique or the release of
parasitoids, are only possible when creating these insects in large quantities present
economic feasibility, cost is often a decisive factor in the viability or otherwise of the
implementation of a program. The substitution of agar is widely studied, because this
component represents about 60-70% of the total diet. The aim of this study was to
establish protocols for artificial rearing of Anastrepha sp.1 aff. fraterculus in liquid
larval diet that will achieve levels of mass production, to a possible reduction in the
cost of creation. Seven experimental diets compared to the conventional diet used in
laboratory Radioentomologia of CENA / USP, which was used as control. All seven
diets have in common the exclusion of the agar in the formulation; instead, he used a
damp sponge plant on a plastic mesh separating the bottom of the dish cloth and
diet. Of the seven diets tested only two were suitable for larval development of the
South American fly. Five had physical ailments because they are excessively liquid or
sticky, and the development of larvae invalid or insufficient. The two diets considered
adequate when compared with the standard diet showed inferior results with respect
to the volume of recovered larvae, pupae and weight of emergency, however, no
significant differences regarding the periods of development, sex ratio and longevity
under stress. It is possible to replace the diet with agar for liquid diets for artificial
rearing of A. sp.1 aff. fraterculus, reduced cost and greater convenience of handling.
Although it is possible to obtain a complete cycle of the South American fly in liquid
artificial diet for the larvae, their quality parameters were lower than the standard diet
with agar, therefore, are required to use, more especially as to future tests of
adaptability insect to the new environment.

Keywords: Anastrepha fraterculus. Fruits fly. Insects rearing. Artificial diets.
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3.3. Introdugao

Para que programas de controle de pragas que envolvam a TIE ou o uso de
inimigos naturais se torne viavel a um numero cada vez maior de pragas, €
necessario primeiramente o desenvolvimento da criagdo massal da praga. No caso
das moscas-das frutas, a criagdo massal tem obtido éxito para véarias espécies
pragas, porém, quando se tratam de criacbes massais, € de suma importancia
buscar facilidades na producéo e reducdo nos custos, sendo 0 custo muitas vezes,
fator decisivo na viabilidade ou ndo da implementacdo de um programa.

A criacdo de moscas-das-frutas através de uma dieta liquida tem sido objetivo
de programas de criacdo massal de trefitideos. Este tipo de dieta com um sistema de
substrato reciclavel aliviaria muitos problemas com a criagdo. A reducdo de espaco
fisico necessario numa biofabrica para estoque de substratos como o bagaco de
cana e a reducdo do custo de producdo no caso da substituicdo do agar, sdo alguns
exemplos das vantagens que uma dieta liquida poderia trazer (CHANG, 2006).

A substituicdo do agar é bastante estudada devido ao fato deste componente
representar cerca de 60-70% do custo total da dieta. Possiveis substitutos do agar
foram discutidos por Leppla (1989) onde varios agentes gelificantes como alginatos,
gelatinas, gomas, glutinas, lecitina de soja foram e tém sido testados, mas nem
sempre com sucesso. A carraginina, mais barata que o agar, obteve maior sucesso
entre eles e ja substitui 0 4gar na composicdo de varias dietas. Parra (2001) cita que
em algumas dietas pode-se substituir o agar por bagacilho de cana, p6 de serra, etc.
Entretanto, podem surgir problemas com o contetdo de 4gua na dieta e no primeiro
caso, com infestacéo de acaros.

Chang et al. (2004) relata que o maior problema para a conversao para uma
dieta totalmente liquida € encontrar um substrato para o desenvolvimento dos
primeiro e segundo instares. O uso de substratos como agarose, algodao, papel, ou
toalha de algodao tém sido usados para dietas liquidas de insetos, porém com alta
mortalidade e baixo rendimento relatados em alguns estudos (HALANDA, 1976;
BRONW; SNOW, 1978; TSITSIPIS; KONTOS, 1983; OCHIENG et al., 1987;
LETARDI; CAFFARELLI, 1990).

De acordo com Parra (2002), é fundamental que as atividades de producéo e
comercializacdo de insetos para programas de manejo de praga mantenham o

respaldo técnico para ter credibilidade junto aos clientes e & comunidade, que ainda
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tém pouco acesso a essa forma de controle de pragas. Na intencdo de reduzir
custos, a qualidade do produto ndo pode ser inferiorizada. A dieta deve ser
adequada a producdo de milhGes de insetos com qualidade bioldgica similar aos
encontrados na natureza. (CLARKE; McKENZIE, 1992; BIGLER, 1994). O sucesso
destes insetos no campo é fundamental para que técnicas de controle biolégico e a
TIE se difundam entre os produtores e o baixo desempenho resultaria numa
propaganda negativa e comprometeria todo um programa desenvolvido ao longo de
muitos anos de pesquisa. (CLARKE; McKENZIE, 1992; PREZOTTI; PARRA, 2002).
Assim, a qualidade dos insetos e o custo devem ser balanceados de modo a se criar
uma relacdo custo-beneficio atraente o bastante para competir com o controle
quimico.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer protocolos para criacdo artificial de
A. fraterculus em dieta larval liquida que permita atingir niveis de criacdo massal

(>1milhdo de adultos/geracéo) para uma possivel reducao no custo da criagao.

3.4. Material e Métodos

3.4.1 Insetos

Os insetos foram provenientes da colénia estabelecida no Laboratério de
Radioentomologia do CENA/USP (WALDER et al., 2008) identificados com sendo
Anastrepha sp. 1 aff. fraterculus e criadas em dieta semi-liquida por mais de 30

geracdes até o presente trabalho

3.4.2 Dietas

Foram testadas sete dietas em relacdo a dieta convencional utilizada no
laboratorio de Radioentomologia do CENA/USP (WALDER et al., 2008), que foi
usada como padrao ou controle. Todas as sete dietas tiveram em comum a excluséo
do &gar na sua formulagéo.

As dietas testadas foram baseadas na dieta padrao (D2-D5) e na dieta liquida
(D6 e D7) de Chang et al. (2004) desenvolvida para a mosca do meldo (Bactrocera
cucurbitae). Em todas as dietas testadas, o substrato utilizado em substituicdo ao

agar foi a esponja vegetal sobre um telado plastico que fez a separacdo entre o
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pano e o fundo do recipiente da dieta, conforme metodologia de Chang et al.
(2004).(Figura 3.1)

SRR . P
Figura 3.1 - (A) Recipiente de dieta com grade e pano esponja vegetal usados como suporte
e substrato, respectivamente. (B) Recipiente com a dieta liquida. (C) Recipiente
com a dieta liquida e ovos sobre a esponja vegetal (D) Dieta controle com agar

Para cada dieta foram feitas 4 repeticbes em recipientes contendo 150 mL de
dieta para 0,1 mL de larvas, aproximadamente 1.000 larvas. A descricdo dos
ingredientes das dietas consta da Tabela 3.1.

Com excecdo da Dieta 1 utilizada como padréo, todas as demais foram
preparadas adicionando-se todos os ingredientes em liquidificador e misturados por
3 minutos para homogeneizacao. Posteriormente, 150 mL foi despejado em cada
recipiente de dieta ficando pronta para a semeadura dos ovos. No caso da padréo,
Dieta 1, separou-se metade da agua para a fervura e dissolugéo total do agar e a
outra metade para bater os demais ingredientes em liquidificador por 3 minutos,
rapidamente misturou-se a solucdo com agar aos demais ingredientes batidos e
despejou-se 150 mL em cada recipiente de dieta. Em dietas a base de agar como
agente solidificante, foi necessario esperar o esfriamento da dieta para a adi¢cdo dos

0oVvos.

3.4.3 Coleta e incubagao de ovos

Os ovos foram coletados de gaiolas matrizes mantidas em sala sob
temperatura de 26-27 °C, umidade relativa do ar em 60-75% e iluminacéo externa de
10.000 lux com 10 horas fotofase (WALDER, 2002). A retirada dos ovos da tela de
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oviposi¢cdo da gaiola foi feita através de jatos suaves de 4gua, sendo coletados em
bandeja apropriada.. Logo apoés, estes ovos foram lavados para retirada de residuos
e desinfeccdo com solucdo de cloro a 5ppm por 2 min. e enxaguados novamente
com agua filtrada e deionizada. A incubacao foi realizada em um frasco contendo
agua e ovos numa relagédo volumétrica de 60:1 em constante aeracdo por 48 horas,
a 25-26°C, alcancando ao final uma ecloséo parcial média de 35-40%. A eclosdo das
demais larvas foi completada somente apds a semeadura na espoja vegetal sobre a
dieta, podendo atingir indices de 70-80% de viabilidade (WALDER et al., 2010%).

3.4.4 Semeadura dos ovos/larvas a dieta

Para a semeadura de 0,1 mL de ovos/larvas ou cerca de 1000 ovos
(WALDER et al., 2006) por recipiente com dieta (parcela), foram pipetados 3 mL de
uma mistura homogenia de agua (27 partes) e ovos (3 partes) em pleno processo de
aeracdo. Esta alicota foi depositada sobre a esponja vegetal umida na superficie da

dieta.

3.4.5 Manutencgao das larvas nas diferentes dietas

Apos a semeadura dos ovos/larvas, as dietas foram mantidas em ambiente
controlado (B.O.D) em sob condi¢fes térmicas de 26-27 °C até a fase de pré-pupa e
para isso, foram observadas diariamente para se definir o melhor dia de sua retirada

da dieta.

! WALDER, J.M.M.; COSTA, M.L.Z.; MASTRANGELO, T; SEVON. D.; ALCARDE, L.D.; COSTA, K.Z.;
PARANHOS, B.J.; KAMIYA, A.C.; LOPES, L.A.;PARANHOS,.G. Development of artificial rearing for
Anastrepha fraterculus and Anastrepha obliqua éBéptTephritidae) in Southeastern Brazihter national
Journal of Tropical Insect Science, 2010. Enviado para publicacéo.
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Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta 6 Dieta 7 Dieta 8
Ingrediente (unidade) pH=3,74 pH=4,01 pH=3,76 pH=3,70 pH=3,89 pH=4,10 pH=3,10 pH=3,10
Quant. % Quant. % Quant. % Quant. % Quant. % Quant. % Quant. % Qu ant. %

Gérmem (g) 60,1 60 598 60 67,0 6,7 : : 749 75 86,2 86
Levedura (g) 60,1 60 299 30 67,0 6,7 : : 749 75 862 86 1722 17,2 1471 14,7
Aclcar (g) 60,1 60 598 60 670 67 80 88 749 75 862 86 1030 103 880 8,8
Extrato de levedura (g) . . 299 3,0 . . 147,0 14,7
Nipagin* (ml) (g) 8,0 0,8 7,9 0,8 8,5 0,9 2,0 0,2 8,7 0,9 8,6 0,9 1,7 0,2 1,4 0,1
Benzoato (Q) 1,0 0,1 1,0 0,1 1,0 0,1 2,0 0,2 1,2 0,1 1,4 0,1 1,7 0,2 1,4 0,1
Acido citrico (ml) . . . . . . 324 3,2 . . . . 380 38 324 3.2
Oleo de soja (ml) . . 8,0 0,8 . . 7,0 0,7 10,0 1,0 7,2 0,7 6,8 0,7 7,2 0,7
Agua (ml) 800,8 80,1 7976 798 7830 783 7210 72,1 749,1 749 7184 71,8 6751 675 7210 721
Antibiético (g) : : . . . . 1,0 0,1 . : : : 1,3 0,1 1,1 0,1
Acido cloridrico (ml) 60 06 60 06 65 07 : . 62 06 57 06
Agar (g) 36 04
TOTAL (ml) 1000 100 1000 100 1000 100 1000 100 1000 100 1000 100 1000 100 1000 100

* A medida de Nipagin para as dietas testadas baseada s na dieta padrio e a dieta padrdo (D1-D5) tiveram  sua medida em mililitros, enquanto que

as dietas baseadas em Chang et al. (2004) (D6 e D7) tiveram suas medidas em gramas.
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3.4.6 Coleta das larvas de terceiro instar

Ao final do ciclo larval, os recipientes com dieta receberam agua deionizada
para desmanchar a dieta e as larvas foram separadas por peneiramento. Apés
lavagem em &gua corrente, elas foram colocadas em vermiculita umedecida e

levadas para sala escura e fria (21 °C) para pupacéo e maturacao.

3.4.7 Separacao das pupas

Apos 12-14 dias as pupas foram separadas da vermiculita através de
peneiramento suave para evitar danos na qualidade dos insetos. Foi feita a
contagem do numero de pupas recuperadas, pesagem em grupos de 100 pupas e
acondicionamento em gaiolas para a emergéncia e avaliagdo dos parametros de

gualidade dos insetos adultos.

3.4.8 Parametros de qualidade avaliados

* Volume de larvas: o0 volume de larvas foi medido em proveta graduada
imediatamente ap0s a separacdo das mesmas da dieta e o valor anotado em

mL.

* Recuperacao pupal: este parametro foi calculado levando em consideracao
0 numero de pupas recuperadas em cada lote, em funcdo da quantidade

estimada de ovos/larvas semeados, multiplicado por cem.

* Peso pupal (mg): amostra de 100 pupas pesadas em balan¢ca de precisao
(METTLER PM 4000) 48 horas antes da emergéncia do adulto.

» Desenvolvimento larval: periodo em dias para desenvolvimento da larva,
calculado a partir da semeadura na dieta até o dia da retida das larvas de

terceiro instar ou pré-pupas da dieta.
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» Desenvolvimento pupal: periodo de amadurecimento da pupa, ou seja, a
partir da colocacdo das pré-pupas na vermiculita para empuparem até o inicio

da emergéncia dos adultos.

 Emergéncia de adultos: lotes de 100 pupas foram colocados em copos
plasticos transparentes de 500mL com tampas perfuradas e deixados para
gue os adultos emergissem. ApOs total mortalidade foi feita a sexagem e

classificagdo em normais, deformados e semi-emergidos.

» Razdo sexual: Calculada a partir dos dados de emergéncia através da

férmula: rs = fémeas/(machos+fémeas).

* Longevidade sob estresse: lotes de pupas tratadas eram colocadas em
gaiolas sem alimento nem agua e, depois da emergéncia, 10 machos e 10
fémeas foram transferidos para copos de 150mL com tampas perfuradas sem
alimento nem agua e mantidos la até que todos morressem. Apls esse
periodo, foi anotado o maximo de dias que cada repeticdo alcangou com
insetos vivos. Este teste de longevidade nao foi aplicado da forma mais
comumente utilizado, ou seja, fazendo-se a contagem de vivos e mortos apés
48 h, pois o0 que se buscou neste parametro foi a longevidade maxima que as
diferentes dietas poderiam fornecer ao inseto. Havia a possibilidade de que
diferentes composi¢cdes nutricionais pudessem fornecer mais ou menos

reservas para se suportar situacées de estresse.

3.4.9 Andlise estatistica

Para as anadlises estatisticas fez-se primeiramente o teste de normalidade
Shapiro-Wilk. Se o resultado se apresentasse dentro da normalidade, era entéo
aplicado o Teste de Levene para verificar a homogeneidade de variancias baseados
nas médias, isso determinaria 0 uso da Anova paramétrica, no caso de
homogeneidade, ou Anova nao-paramétrica (Kruskal-Wallis), no caso de nao
homogeneidade da médias. Posteriormente havendo diferenca entre os tratamentos,
foi aplicado o Teste de Tukey no caso da analise paramétrica ou Teste de

posterioridade de Mann-Whitney no caso da ndo paramétrica.
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No caso de nao normalidade no teste de Shapiro-Wilk, os valores foram
transformados em log, e ap6s a transformagdo os dados seguiram a mesma
sequéncia anteriormente descrita a partir do Teste de Levene. Para cada tratamento

foram feitas quatro repeticoes.

3.5 Resultados e Discussao

3.5.1 Desenvolvimento larval

Das oito dietas testadas somente trés foram adequadas para o

desenvolvimento larval da mosca-sul-americana (Tabela 3.2).

Tabela 3.2 — Quantidades de larvas obtidas em cada uma das repeticbes das dietas
testadas. Os valores ndo seguem a mesma unidade de medida devido a
insuficiéncia ou auséncia de larvas em algumas dietas

Repeticio Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Dieta 6 Dieta 7 Dieta 8
Quant. Unid. Quant. Unid. Quant. Unid. Quant. Unid. Quant. Unid. Quant. Unid. Quant. Unid. Quant. Unid.
1 15,0 ml 0,0 . 0,0 . 0,0 . 5 larvas 7 larvas 50 ml 80 ml
2 140 ml 0,0 . 0,0 . 0,0 0 13 larvas 40 ml 40 ml
3 13,0 ml 0,0 . 0,0 . 0,0 1 larva 15 larvas 6,0 ml 70 ml
4 2000 ml 0,0 . 0,0 . 0,0 . 0 . 9 Jlavas 30 ml 70 ml
TOTAL 62 ml 0 . 0 . 0 6 larvas 44 larvas 18 ml 26 ml

Pelos resultados da Tabela 3.2, verifica-se que a dieta padrdo (D1),
juntamente com das dietas D7 e D8 foram as Unicas que apresentaram valores
suficientes para as medicdes de todos os parametros propostos (Figura 3.2). Nelas,
o desenvolvimento e consequente recuperacao larval foi satisfatério (Figura 3.2).

As dietas 2, 3 e 4 (Figura 3.3), apresentaram problemas de ordem fisica,
relacionados com a suspensdo dos componentes solidos que consequientemente
decantaram. A parte superficial das dietas ficaram aquosas, encharcado demais a
espoja vegetal com ovos e larvas de primeiro instar, inviabilizando estas fases
iniciais do ciclo evolutivo da mosca por afogamento (Figura 3.3-A). O mesmo efeito
observou Chang et al. (2004) que concluiu que o estadio mais critico de

sobrevivéncia larval numa dieta liquida é durante o primeiro e segundo instares e
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gue cuidados devem ser tomados para que a esponja ndo encharque e provoque o
afogamento dessas larvas.

As dietas 5 e 6, por conterem maior porcentagem de germe de trigo, levedura
seca de cervejaria e acucar, ficaram mais densas do que as primeiras minimizando o
processo de decantacdo dos nutrientes solidos e o encharcamento da esponja
vegetal contendo ovo/larvas (Figura 3.4). Mesmo assim o desenvolvimento larval foi
deficiente e a causa provavel foi a dificuldade de movimentacdo das larvas numa
dieta de consisténcia pegajosa. Braga Sobrinho et al. (2009) observaram também
que larvas criadas em dieta com bagaco de cana-de-agUcar apresentavam maior
mobilidade e se alimentavam com maior freqtiéncia que larvas criadas em dieta com
farelo de trigo mais densa que dificultou a mobilidade das larvas, devido a sua
consisténcia pastosa e com isto prejudicando a alimentacéo.

Embora tenham desenvolvidos individuos adultos, estas duas dietas (D5 e
D6) ndo apresentaram numero suficiente de pupas, demonstrando sérios 0s
problemas ja comentados no desenvolvimento larval (Tabela 3.2). De um numero
aproximado de 1.000 ovos colocados em cada recipiente, na dieta 5 obteve- se
somente 6 pupas no total de todas as repeticdes, enquanto na dieta 6 foram
recuperadas 30 pupas também no total das quatro repeticbes. Estes valores nao
atingiram o minimo para se fazer as mensuragcfes propostas na metodologia e,
portanto seus dados nao puderam ser trabalhados e as dietas foram descartadas.

A acidez das dietas foi verificada com o auxilio de potencidmetro e os valores
de pH constam da Tabela 3.1. Os valores variaram de 3,70 a 4,10, ndo havendo,
portanto disparidade entre a acidez das dietas o que poderia ser uma das causas de

insucesso.
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Figura 3.2 — Dietas que apresentaram recuperagéo ovo-adulto. (A) Dieta controle, (B) Dieta
liquida 7, (C) Dieta liquida 8

Figura 3.3 — Dietas que ndo apresentaram recuperacdo larval suficiente. (A) Dieta 3
mostrada de lado, mostrando a separacdo da agua da parte sélida da dieta,
(B) Dieta liquida 2, (C) Dieta liquida 3 imediatamente apés ser batida

Figura 3.4 — Dietas que nao obtiveram individuos suficientes para comparacdes (A) Dieta 5,
(B) Dieta 6

3.5.2 Volume de larvas recuperadas

De acordo com os valores da Tabela 3.2, verifica-se que o maior volume de
larvas recuperadas por dieta foi obtido na dieta padrao (D1), principalmente pelo
fator adaptabilidade, pois o material biol6gico utilizado no experimento foi

proveniente dessa dieta padrdo que vem sendo utilizada por muitas geracodes.
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Houve grande diferenca de volume médio de larvas recuperado entre as dietas D7
(4,5 mL) e D8 (6,5 mL) em relagéo a dieta padrédo D1 (15,5 mL) atingindo valores
menores do que a metade do obtido na dieta padrdo (Figura 3.5). Por outro lado,
como o volume de larvas € uma medida dependente ndo s6 do niamero de larvas,
mas também do tamanho das larvas, este parametro bioldgico, isoladamente, nao
representa a qualidade obtida, ndo sendo possivel afirmar que houve diferenca no
namero de larvas.

Optou-se por nao realizar a contagem individual das larvas, pois poderia
haver danos que prejudicariam o desempenho do inseto ao longo de seu

desenvolvimento.

20

RecuperagédoLarval

Volume de larvas (ml)

1 7 8
Dieta

Figura 3.5 — Valores médios de recuperacao larval (xEP), medida em volume de larvas, para
as dietas D1 (padrdo), D7 e D8 (liquidas). Médias seguidas da mesma letra néo
diferem significativamente entre si (Tukey, ao nivel de 5%)

3.5.3 Recuperacéo pupal

Os valores de recuperacdo pupal estdo na Tabela - 3.3. Verifica-se que, em
meédia, foram recuperadas 333 pupas na dieta padrdo (D1), 203 pupas na D7 e 228
pupas na D8. AplOs analise estatistica verificou-se ndao haver diferenca entre os
tratamentos para este parametro de avaliagcéo (Figura 3.6). Considerando que a taxa

de eclosao do material utilizado no presente experimento estava em torno de 70 %
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(WALDER et al., 2010) a recuperagao pupal atingiu indices de 30 a 48%, o que é
satisfatorio em criacdes artificiais (VERA et al., 2007; WALDER et al., 20109).

Braga Sobrinho (2009), testando oito diferentes dietas com A. fraterculus
alcanca recuperacdo larval acima de 70% em 4 dos tratamentos testados.
Resultados de outros trabalhos com dietas liquidas mostraram resultados bastante
heterogéneos. Chang et al. (2004) obteve em sua dieta liquida para mosca do
meldo, recuperacado pupal significantemente mais baixa que o controle, que foi de
aproximadamente 80% da convencional, porém Mittler e Tsitsipis (1973) com a
mosca da fruta das oliveiras, que um aumento 10 vezes maior na producao pupal

por grama de dieta em comparagdo com a dieta solida.

Tabela 3.3 — Quantidade de pupas recuperadas e peso médio em miligramas de uma pupa
obtido em cada uma das repeticbes das dietas testadas que alcancaram este
estagio do desenvolvimento do inseto

Dieta 1 Dieta 5 Dieta 6 Dieta 7 Dieta 8

Repetigao Quant. ::gj% Quant. rzggi% Quant. :g;i% Quant. rizji% Quant. nF:zjic;
1 340 14,40 4 15,00 7 11,43 235 9,90 282 10,80

2 248 14,80 0 0,00 3 13,33 187 9,30 141 10,70

3 282 14,50 1 0,00 11 12,73 249 10,10 244 10,10

4 465 15,20 0 0,00 9 15,56 142 8,70 248 9,90

Total 1335 . 5 . 30 . 813 . 915

Média 333,75 14,73 . . 7,50 13,26 203,25 9,50 228,75 10,38
+EP 95,39 0,36 . . 3,42 1,72 48,71 0,63 60,93 0,44

2WALDER, J.M.M.; COSTA, M.L.Z.; MASTRANGELO, T; SEVON. D.; ALCARDE, L.D.; COSTA, K.Z.;
PARANHOS, B.J.; KAMIYA, A.C.; LOPES, L.A.;PARANHOS,.G. Development of artificial rearing for
Anastrepha fraterculus and Anastrepha obliqua éBéptTephritidae) in Southeastern Brazihter national
Journal of Tropical Insect Science, 2010, Enviado para publicacéo.
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Figura 3.6 — Valores médios de pupas recuperadas (+ EP) para as dietas D1 (padrdo) e D7
e D8 (liguidas). Médias seguidas da mesma letra nédo diferem
significativamente entre si (Anova ndo paramétrica, p > 0.05)

3.5.4 Peso pupal (mg)

As pupas provenientes da dieta padrdo (D1) foram mais pesadas que as
provenientes das dietas liquidas (D7 e D8), as quais nao diferiram entre si (Figura
3.7). Os valores, correspondentes ao peso de 100 pupas foram 1,47 g, 0,95 g e 1,04
g, respectivamente para D1, D7 e D8. Portanto os pesos médios de pupa, 48 horas
antes da emergéncia foram respectivamente de 14,7 mg, 9,5 mg e 10,4 mg, 0 peso
meédio em cada uma das repeticdes das dietas testadas que alcancaram este estagio
do desenvolvimento do inseto encontram-se descritos na Tabela — 3.3.

Também por este pardmetro de avaliacdo da qualidade da mosca sul
americana criada em dieta artificial verifica-se que as dietas liquidas foram
deficientes no desenvolvimento larval em relacéo a dieta padrédo. Chang et al. (2004)
também obteve na criagcdo de mosca do meldo, pupas mais leves em dieta liquida do
gue no controle. Braga Sobrinho et al. (2009), testando dietas sem agar, mas néo
liquidas, para larvas de A. fraterculus, verificaram a reducdo de peso das pupas. Isto
comprova que, havendo uma mudanca fisica ou nutricional da dieta, ela afeta
imediatamente o comportamento do inseto, reduzindo o padréo de qualidade. Com o
uso continuo dessa nova dieta o inseto tende a se adaptar ao meio e com isto

retornar ao nivel de qualidade esperado.
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Figura 3.7 — Peso meédio de 100 pupas provenientes das dietas padréo (D1) e das dietas
liguidas (D7 e D8). Médias seguidas da mesma letra nao diferem
significativamente entre si (Teste de Mann-Whitney, ao nivel de 5%)

3.5.5 Periodo do desenvolvimento larval

Houve um alongamento na fase larval de 4 dias a mais nas dietas D7 e D8
(16 dias) com relagéo a dieta padrédo (D1) (12 dias). Chang et al. (2004) estudando a
criacdo larval na dieta liqguida e convencional de mosca do melao encontrou
aproximadamente os mesmos valores. Fay e Wornoayporn (2002), encontraram em
Ceratitis capitata (Wiedemann) um aumento na duracdo da fase larval na dieta

liquida utilizando também esponja vegetal.

3.5.6 Periodo do desenvolvimento pupal

Quanto ao periodo de desenvolvimento pupal, a diferenca em dias foi de
apenas um dia a mais para as dietas 7 e 8 (19 dias) quando comparadas com o0
controle (18 dias). Os periodos de desenvolvimento, tanto larval como pupal,
corroboram com os resultados de Machado et al. (1995) para o desenvolvimento de
A. fraterculus a uma temperatura de 25<C.

Com estes resultados o periodo de desenvolvimento ovo-adulto para a dieta
padrdo (D1) foi de 30 dias, enquanto que para as dietas liquidas D7 e D8 este

periodo durou 35 dias.
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3.5.7 Emergéncia de adultos

A porcentagem de adultos emergidos a partir de 100 pupas para as dietas
D7 e D8 (15,1% e 23,6 % respectivamente) diferiram estatisticamente da padrao
(64,0%). Apesar de a dieta padrdo apresentar maior taxa de emergéncia, esta foi
baixa quando comparada a taxa de emergéncia normalmente atingida pelo
laboratério de criagdo de A. fraterculus com valores superiores a 80% (WALDER et
al., 2008). O baixo valor de emergéncia no controle pode ser em decorréncia da
dificil manutengdo da umidade relativa da sala onde foi realizado o ensaio de
emergéncia.

Em decorréncia disso, pode-se afirmar que em melhores condicbes de
umidade, os valores da taxa de emergéncia poderiam ser mais positivos, mesmo
que ainda inferiores ao controle, com relagdo a dieta liquida.

N&do houve diferenca estatisticamente significativa entre as dietas com

relacdo a adultos deformados e semi-emergidos (Tabela 3.4)

90
Viabilidade Pupal

Vlabllldade pupal (%)

1 7 8
Dieta

Figura 3.8 — Valores médios de emergéncia para insetos provenientes da dieta padréo (D1)
e das dietas liquidas (D7 e D8). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
significativamente entre si (Teste de Mann-Whitney, ao nivel de 5%)
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Tabela 3.4 — Valores obtidos por repeticdo, médias e erro padrdo do numero de machos e
fémeas emergidos, deformados, semi-emergidos, emergidos e nao-
emergidos, porcentagem de viabilidade das pupas e razao sexual

Rep. n° & ne @ def. semi-e. emerg. nao-e. Vviab. r.s.
1 129 21 12 9 171 169 50,29 0,14
2 87 81 16 9 193 55 77,82 0,48
I 3 85 50 16 10 161 121 57,09 0,37
A 4 192 156 28 12 388 77 8344 045
Média 123,25 77 18 10 228,25 1055 67,16 0,36
+EP 50,12 5809 6,93 141 107,34 5045 1596 0,15
1 2 2 2 50,00 1,00
s 3 1 1 0 100,00 1,00
Q 4 . . .
(@)
Média 1,5 1,5 1 7500 1,00
+EP 0,71 070 141 3536 0,00
1 1 1 1 3 4 42,86 0,50
2 1 1 2 3333 1,00
e 3 1 3 1 5 6 4545 0,75
A 4 1 4 5 4 5556 0,80
Média 1 2,25 . 1 3,5 4 4430 0,76
tEP 0,00 1,50 . 0,00 191 1,63 914 021
1 23 16 3 6 48 187 2043 0,41
2 8 4 8 6 26 161 13,90 0,33
s 3 19 20 6 12 57 192 22,89 0,51
2 4 9 8 3 3 23 119 16,20 0,47
Média 14,75 12 5 6,75 385 164,75 1835 0,43
+EP 7,41 7,30 2,45 377 1662 33,39 406 0,08
1 29 26 13 2 70 212 2482 047
. 2 14 11 3 9 37 104 2624 0,44
< 3 13 33 15 8 60 175 2828 0,72
A 4 29 32 3 2 66 182 26,61 0,52

Média 21,25 255 8,5 5,25 60,5 168,25 26,49 0,54
+EP 8,96 10,15 6,40 3,77 1576 4574 142 0,12

Rep. — Repeticdo, n° & - nimero de machos emergidos, n°® @ - nimero de fémeas emergidas,
def. — individuos deformados, semi-e - individuos semi-emergidos, emerg. — individuos
emergidos no total (n° & + n°® @ + def. + semi-e), ndo-e. — individuos ndo emergidos, viab. —
porcentagem de viabilidade e r.s. —raz&o sexual.
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3.5.8 Razao sexual

Apesar dos resultados demonstrarem grandes diferencas entre as médias,
0,36 para o controle, enquanto 0,43 e 0,54 para as dietas D7 e D8 (Tabela 3.4),

respectivamente, estes valores ndo diferiram estatisticamente.

3.5.9 Longevidade sob estresse

N&o houve diferenca significativa entre a longevidade sob estresse nos
tratamentos (Tabela 3.5). Possivelmente uma forma de melhor se avaliar a influéncia
de uma dieta na longevidade de um inseto seria com a privacao apenas do alimento
do adulto e ndo da agua. A influéncia da dieta pode nao ter sido observada em razéo
da privacéo de agua ter antecipado a morte dos insetos por sua falta e ndo pela falta
de outros componentes nutricionais, portanto a falta de agua pode ter mascarado o

resultado da influéncia de diferentes dietas larvais na longevidade do adulto.

Tabela 3.5 — Quantidade de dias de cada repeticdo referente a longevidade méaxima
observada nos adultos desenvolvidos nas diferentes dietas larvais e
colocados em situacdo de estresse (auséncia de agua e alimento)

Dietal Dieta5 Dieta6 Dieta7 Dieta8

Repeticéo
Dias Dias Dias Dias Dias
1 4 3 3 4 4
2 3 0 3 3 4
3 4 3 3 4 4
4 3 0 3 4 3
Média 3,50 1,50 3,00 3,75 3,75

+EP 0,58 1,73 0,00 0,50 0,50
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3.6 Conclusao

A substituicdo da dieta gelatinosa com agar, atualmente utilizada para a
criacdo artificial de A. fraterculus, pode ser realizada por dietas liquidas, de custo

reduzido e com maior praticidade de manejo.

Como os resultados deste trabalho demonstraram, foi possivel obter um
ciclo completo da mosca-sul-americana em dieta artifical liquida para larvas, embora
seus parametros de qualidade avaliados fossem inferiores aos da dieta padrdo com

agar.

E, portanto possivel a utilizacdo de dieta larval liquida, dependendo de
maiores testes futuros, principalmente quanto a adaptabilidade do inseto ao novo

meio.
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4. CAPITULO 2:

Radioesterilizacdo da mosca-sul-americana  Anastrepha sp.1 sff.
fraterculus (Wied.,1830) (Diptera: Tephritidae)

4.1 Resumo

As moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) sdo consideradas as principais pragas
da fruticultura mundial, e entre as medidas de controle, a Técnica do Inseto Estéril
(SIT) tem se destacado em diversos paises. Para a aplicacdo da SIT € necessario
encontrar doses que esterilizem e ao mesmo tempo alterem o minimo possivel as
qualidades bioldgicas do inseto para 0 seu sucesso em campo. O presente trabalho
analisou a fertilidade, fecundidade, emergéncia, habilidade de v6o e longevidade sob
estresse e de Anastrepha fraterculus (Wiedemann), a mosca-sul-americana,
irradiados com doses de 40, 50, 60, 70 e 80 Gy. Os insetos utilizados foram
provenientes da colbénia do Laboratério de Radioentomologia do CENA/USP,
identificados com sendo Anastrepha sp. 1 aff. fraterculus. A fonte de radiacdo gama
foi um irradiador de Co-60 (Gammabeam-650) localizado no mesmo laboratério. Os
testes foram realizados sob as seguintes condi¢ées ambientais: 26 £ 1 °C, 70 £ 5%
RH, e fotofase de 12:12. A dose de radiacdo gama esterilizante para machos de A.
sp. 1 aff. fraterculus foi determinada sendo 70 Gy. Fémeas irradiadas, mesmo com a
dose mais baixa de 40 Gy, ndo ovipositaram, possivelmente pela atrofia dos ovarios
causada pela radiacdo. A radiacado néo afetou os demais parametros de qualidade

do inseto como emergéncia, longevidade e habilidade de voo.

Palavras-chave: Técnica do Inseto Estéril. Mosca-das-frutas. Anastrepha fraterculus.
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4.2 Abstract

The fruit-flies (Diptera: Tephritidae) are considered major pests in fruit growing
worldwide, and the measures of control, the Sterile Insect Technique (SIT) has been
highlighted in several countries. For the application of SIT is necessary to find doses
that sterilize while changing as little as possible the biological qualities of the insect to
its success in the field. This study examined the fertility, fecundity, emergence, flight
ability and longevity under stress and Anastrepha fraterculus (Wiedemann), the fly-
South American, irradiated with doses of 40, 50, 60, 70 and 80 Gy. The insects used
were from the colony Radioentomologia Laboratory of CENA / USP, being identified
with Anastrepha sp. 1 aff. fraterculus. The radiation source was a gamma irradiator
with a Co-60 (Gammabeam-650) located in the same laboratory. The tests were
performed under the following environmental conditions: 26 1 °C, 70 + 5% RH and
photoperiod of 12:12. The dose of gamma radiation sterilization for male A. sp. 1 aff.
fraterculus was determined with 70 Gy. Irradiated females, even with the lower dose
of 40Gy, layed no eggs, possibly due to atrophy of the ovaries caused by radiation.
The radiation did not affect the other quality parameters such as insect emergence,
longevity and ability to fly.

Keywords: Fruit fly. Sterile insect technique. Anastrepha fraterculus.
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4.3. Introducgao

A TIE - Técnica do Inseto Estéril (Sterile Insect Technique - S.I.T.) é
considerada um tipo de controle biologico autocida ou genético, onde a praga €
empregada para seu proprio controle, pois insetos estéreis competem no processo
de acasalamento com o0s selvagens férteis e conseqlentemente causa,
gradativamente, uma reducéo populacional, podendo chegar até a uma erradicacéo
(KNIPLING, 1955).

A TIE é utilizada em varios paises para o controle, supressdo e até mesmo
erradicacdo de pragas da agricultura, pecuaria e saude publica. A introducdo desta
técnica no controle de pragas contribuiu para o desenvolvimento e até mesmo a
criacdo de novas areas entomologicas tais como a de criagcdo de insetos em meios
artificiais (producdo massal), ecologia e simulacdo populacional, controle de
qualidade, radioentomologia, dentre outras (WALDER, 2000). A técnica é
considerada como um dos mais significativos eventos deste século na area
entomoldgica, juntamente com o isolamento e uso do patdégeno Bacillus thuringiensis
e a descoberta do inseticida DDT (RIDGWAY et al., 1992), sendo hoje uma técnica
consagrada e difundida pelos muitos exemplos de sucesso obtidos (KLASSEN et
al., 1994).

Varios paises ja utilizam a TIE para o controle, supressdo e até mesmo
erradicacdo de moscas-das-frutas e outras pragas da agricultura, pecuaria e saude
publica. Esta expanséo de uso tem provado sucesso em proteger areas de producao
contra a infestacdo da mosca-do-mediterraneo e embargos em bilhdes de dolares
em programas de exportacdo. A TIE para moscas-das-frutas é usada para
minimizar o emprego continuo de inseticidas, proteger o ambiente e se adequar aos
padrées de seguranca alimentar. H& biofdbricas em operagdo na Argentina, Chile,
Peru, Guatemala, México, Estados Unidos (Texas, Havai), Portugal (llha da
Madeira), Africa do Sul, Tailandia, Espanha (KLASSEN; CURTIS, 2005) e Brasil
(MOSCAMED, 2006).

O presente trabalho teve como objetivo determinar a dose de radiacao
esterilizante para adultos de A. sp.l aff. fraterculus atendendo os parametros de
qualidade exigidos pela Técnica do Inseto Estéril, uma vez que individuos
submetidos a este tratamento devem perder apenas a fertilidade, com minimo efeito

colateral ao comportamento do inseto.
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4.4 Material e Métodos

4.4.1 Insetos

Os insetos foram provenientes da colénia estabelecida no Laboratério de
Radioentomologia do CENA/USP, identificados com sendo Anastrepha sp. 1 aff.
fraterculus, e criados em dieta semi-liquida e condi¢des controladas segundo Walder
et al, 2008 por mais de 30 geracbes até o presente trabalho. Os testes foram
realizados sob as seguintes condicfes ambientais: 26 + 1 °C, 70 £ 5% RH, e
fotofase de 12 h.

4.4.2 Fontes de Radiacao

A fonte de radiacdo gama foi um irradiador de Co-60 (Gammabeam-650)
localizado no Laboratério de Radioentomologia do CENA/USP. Sua atividade no
comeco dos testes era de 28,8.1012 Bq (778,6 Ci) (Figura 4.1).

4.4.3 Efeito da irradiagéo sobre a fertilidade

Segundo Allinghi et al. (2007), para A. fraterculus a melhor idade é 48 h antes
da emergéncia pois seus resultados nado indicam diferencas na porcentagem de
ecloséo entre ovos de individuos irradiados em diferentes idades dentro do intervalo
de 24-96 h antes da emergéncia. Entdo levou-se em consideragcdo o que se deduziu
ser a idade ideal dentro deste periodo para a producdo de machos estéreis com
melhor chance de maior competitividade.

Como afirmado por Hooper (1972) a irradiacdo de pupas em fases iniciais de
desenvolvimento é altamente prejudicial devido a alta atividade metabdlica e
alteracdes morfolégicas durante o processo de metamorfose. Se a radiacdo é
aplicada em pupas 24-48 h antes da emergéncia, a metamorfose esta quase
concluida e os efeitos nocivos da radiacdo sobre os 06rgdos com baixa taxa
metabolica é minimizado.

Ainda com relacdo ao melhor momento para aplicar um tratamento de
radiacdo em pupas de moscas-das-frutas, estudos sobre outras espécies de

tefritideos como Bactrocera dorsalis, Bactrocera cucurbitae (Coquillett), Bactrocera
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oleae (Gmelin), C. capitata, A. ludens, Anastrepha obliqua (Macquart), e A. supensa
demonstram que pupas irradiadas 24-48 h antes da emergéncia exibem altos niveis
de esterilidade (VELASCO; ENKERLIN, 1982; HOOPER, 1972; WALDER; CALKINS,
1993; TOLEDO, 1993), portanto as pupas irradiadas neste trabalho tinham idade de
48 h antes da emergéncia.

As pupas foram irradiadas com as seguintes doses de radiagdo, 0, 40, 50, 60,
70 e 80 Gy.

As pupas assim que irradiadas, eram contadas e separadas de acordo com
0s testes a serem realizados Para os estudos com adultos, as pupas de cada
tratamento eram colocadas em uma placa-de-petri dentro de uma gaiola contendo
agua e alimento ad libitum para os adultos. Estes, eram sexados e separados dentro

das primeiras horas para assegurar a virgindade dos mesmaos.

Figura 4.1 — (A) — Irradiador Gammabeam 650 do CENA/USP (B) — Local onde as pupas
eram colocadas para a irradiacdo (C) — Quantidade de pupas irradiadas por

tratamento a cada repeticdo (15mL)
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Apés a emergéncia foram realizados os cruzamentos previstos de machos
irradiados com fémeas nao-irradiadas, machos nao-irradiados com fémeas
irradiadas e machos néao-irradiados com fémeas nao-irradiadas para cada dose
estudada. Os casais, em numero de 15, foram confinados em gaiolas (baleiros
plasticos de 2 L adaptados) com um lado coberto por uma tela de voal vermelha
revestida com silicone para a oviposicao (Figura 4.2 A e B), alimentados ad libitum
com uma mistura de levedura, germe de trigo e acglcar (1:1:3) e agua que foi

fornecida em pequenos potes com algodéo.

Figura 4.2 — (A) Gaiolas utilizadas para os cruzamentos, (B) detalhe do tecido voal vermelho
siliconado com ovos, (C) ovos coletados e enfileirados sobre papel filtro preto
para posterior contagem da viabilidade

4.4.4 Parametros de qualidade a serem avaliados

Os parametros de controle de qualidade foram baseados no protocolo da
FAO/IAEA/USDA (2003) para moscas-das-frutas criadas massalmente, irradiadas e

utilizadas em programas de aplicacéo da Técnica do Inseto Estéril.

. Fertiidade e fecundidade : ap0s o inicio da oviposicdo, as trés
primeiras coletas de ovos foram descartadas e somente a partir do
guarto dia de oviposicao, os ovos foram reservados para o estudo. As
coletas foram diarias por um periodo de cinco dias consecutivos. Das
coletas diarias de ovos foram retiradas amostras de 100 ovos, estes
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eram alinhados sobre papel filtro umedecido negro (Figura 4.2.C)
dentro de uma placa-de-petri e incubados a 26 +1 ° C em B.O.D. Ao
final de 4 dias, contavam-se 0s ovos viaveis e ndo viaveis para a
determinacao da taxa de eclosdo e consequentemente da fertilidade. A
fecundidade foi calculada através do numero de ovos por fémea por
dia.

Emergéncia de adultos: grupos de 100 pupas foram contados e
colocados em copos plasticos com tampa perfurada, capacidade de
500mL. Esses lotes foram deixados para que os adultos emergissem e
apos total mortalidade o indice de emergéncia era entdo calculado
através da contagem de todos os adultos em funcdo do numero de
pupas colocadas inicialmente. Também foram feitas contagens
separando as caracteristicas: nao-deformados, deformados, semi-

emergidos.

Longevidade sob estresse: amostras de pupas tratadas eram
colocadas em gaiolas sem alimento nem agua e, no primeiro dia da
emergéncia, 10 machos e 10 fémeas eram colocados em copos de
200mL com tampas furadas, sem alimento nem agua por 48 h. Apés
esse periodo, os insetos vivos eram contados e a porcentagem de

sobrevivéncia calculada.

Habilidade de vbo: a habilidade de voo foi avaliada, colocando-se 100
pupas de cada tratamento (com 24 horas antes da emergéncia) dentro
de um anel de papel de aproximadamente (5 cm de diametro e 0,5 cm
de altura), centrado em uma placa-de-petri, no interior de um tubo preto
(9 cm de didametro x10cm de altura). Juntamente com este anel, foi
colocada uma tira de papel dobrada em sanfona (1,5 cm de altura)
para servir de descanso para as moscas recém emergidas expandirem
suas asas. A parte interna do tubo, lisa, foi revestida com uma fina
camada de talco neutro, com distancia de aproximadamente 1,5 cm
acima da parte inferior do tubo também para fornecer local de repouso

para moscas recém-emergidas O talco serve para evitar a saida das
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moscas através do caminhamento. Os tubos foram colocados
individualmente dentro de gaiola de acrilico (40 x 20 x 40 cm). Apos
emergéncia, as moscas foram estimuladas a voar mantendo-se as
luzes do ambiente acesas. No interior das gaiolas foram colocadas
tiras amarelas com adesivo para atrair e capturar as moscas voadoras
e com isto evitar que retornassem ou caissem dentro dos tubos
novamente (Figura 4.3). Durante 5 dias a partir da emergéncia, as
moscas que sairam dos tubos foram contadas como voadoras e o
material que permaneceu no interior dos tubos, foi classificado de
acordo as seguintes categorias: 1) ndo-emergidas (pupas cheias), 2)
semi-emergidas (parte do adulto preso ao puparium), 3) deformadas
(moscas com asas deformadas) 4) n&o-voadoras (moscas que

parecem normais, mas nao sao capazes de voar.

Figura — 4.3 (A) — Placa-de-petri, (B) — Papel preto, (C) — Disco de papel branco, (D) — Tubo
preto de superficie interna lisa com talco neutro e (E) — Gaiolas de teste de voo

4.4.5 Anéalise estatistica

Para as anadlises estatisticas fez-se primeiramente o teste de normalidade
Shapiro-Wilk. Se o resultado se apresentasse dentro da normalidade, era entdo
aplicado o Teste de Levene para verificar a homogeneidade de variancias baseados
nas médias, isso determinaria o uso da Anova paramétrica, no caso de
homogeneidade, ou Anova n&do-paramétrica (Kruskal-Wallis), no caso de nao
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homogeneidade da médias. Posteriormente havendo diferenca entre os tratamentos,
foi aplicado o Teste de Tukey no caso da analise paramétrica ou Teste de
posterioridade de Mann-Whitney no caso da ndo paramétrica.

No caso de nao normalidade no teste de Shapiro-Wilk, os valores foram
transformados em log, e ap6s a transformagdo os dados seguiram a mesma
seguéncia anteriormente descrita a partir do Teste de Levene. Para cada tratamento

foram feitas cinco repeticoes.

4.5. Resultados e Discussao

4.5.1 Fertilidade

Os valores de fertilidade dos diferentes cruzamentos e doses de radiacao

estdo na Tabela 4.1 e representados graficamente na Figura 4.4.

Tabela 4.1 — Fecundidade média por dia por gaiola (xEP) e fertilidade média de cada
tratamento (£EP) de A. sp.1 aff. fraterculus

Fecundidade Fertilidade
Dose & irradiados Q irradiados & irradiados Q irradiados
X X X X
Q nao-irradiados & nao-irradiados Q ndo-irradiados & nao-irradiados

0 Gy 841,2+214,5 882,4+364,1 76,648,5 71,2447 1
n=4206 n=4412

40 Gy 813,2+273,3 0 7.88+2.4 0
n=4066 n=0

50 Gy 924,4+335,3 0 5,3+2.0 0
n=4622 n=0

60 Gy 842,2+344,3 0 1,92+1,0 0
n=4211 n=0

70 Gy 695,4+195,3 0 0,76+0,2 0
n=3477 n=0

80 Gy 902,2+326,3 0 0,64+0.6 0

n=4511 n=0
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Figura 4.4 - indices de fertilidade de ovos de A. fraterculus provenientes de cruzamentos de
fémeas nao-irradiadas com machos irradiados. Médias seguidas das mesmas
letras ndo diferem significativamente entre si (Teste de Mann-Whitney, ao nivel
de 5%)

Pode-se verificar que A. sp. 1 aff. fraterculus € bastante sensivel a radiacao,
pois a menor dose (40 Gy) utilizada no experimento foi responsavel uma
esterilizacdo da ordem de 92,12 %, ou seja, a viabilidade dos ovos provenientes dos
cruzamentos de machos irradiados com fémeas normais foi, em média, 7,88%. O
aumento gradativo da dose de radiagdo provocou um decréscimo da fertilidade e os
menores valores foram obtidos com as doses de 70 e 80 Gy. Estas doses forma
responsaveis por valores inferiores a 1%, enquanto o controle exibiu uma fertilidade
de 76,84%. Em nenhum tratamento obteve-se 100% de esterilidade, o que néo é
necessario num programa de TIE, pois para se atingir a esterilidade plena, dose
elevadas de radiacdo sdo necessérias, acarretando efeitos colaterais negativos no
comportamento e competitividade dos insetos estéreis a serem liberados (WALDER,
2000). Os resultados aqui obtidos sdo compativeis com os de Allinghi et al. (2007) e
Mastrangelo (2009) que obtiveram 99% da reducéo de fertilidade utilizando uma
dose de 60 e 62,7 Gy, respectivamente para uma linhagem argentina de A.
fraterculus.

Resultados semelhantes foram encontrados para outras espécies do género,

Rull et al. (2007), demonstraram que doses entre 40-80 Gy induziam 95% de
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esterilidade nos machos irradiados de A. ludens. Walder e Calkins (1993),
demonstraram que 50 Gy de raios gama induziam 100% de esterilidade em machos
de A. suspensa (Loew) e Toledo et al. (2004) verificaram 99,5% de esterilidade em
A. obliqua aplicando uma dose de 40 Gy.

Para A. fraterculus, os resultados de outros autores chegam a doses que
alcancam 100% de esterilidade em machos, Gonzalez et al. (1971), observaram a
esterilidade a 40 Gy e Allinghi et al. (2007), afirma que 70 Gy alcanca a esterilidade
de 100% para machos e fémeas. Neste trabalho a esterilidade de 100% em machos
nao foi alcancada nem com a maior dose utilizada (80Gy). Tais diferencas podem
ser explicadas por pequenas diferencas na metodologia entre os trabalhos citados,
como por exemplo, no caso da viabilidade de ovos, Allinghi et al. (2007) as verificou
72 h depois da oviposicao, ja presente esta verificacao foi feita apos 92 h. Outra
explicagdo poderia ser o alto indice de variabilidade entre populacdes devido a
diferencas de aspectos morfolégicos e genéticos que A. fraterculus apresenta
(MALAVASI; MORGANTI, 1982, STECK, 1999), representando o “complexo
fraterculus” (SELIVON; PERONDINI, 1999). Os trabalhos foram realizados em trés
diferentes paises, podendo ser todas linhagens diferentes entre si e apresentar cada
uma sua dose de esterilizagdo de 100%.

No caso das fémeas irradiadas, a esterilizacdo foi de 100% em todos 0s
tratamentos, uma vez que ndo houve postura em nenhum tratamento. Apenas as
moscas do tratamento controle (0 Gy) efetuaram posturas normalmente ao longo dos

dias de coletas, alcangcando uma taxa de ecloséo de 71,4 %.

4.5.2 Fecundidade

A fecundidade de fémeas normais cruzadas com machos irradiados com
diferentes doses de radiacdo ndo se alterou (Tabela 4.2), apresentando uma média
de 11,4 ovos por fémea por dia durante o periodo de 5 dias

As fémeas irradiadas com doses de 40 Gy até 80 Gy ndo ovipositaram
durante o periodo observado. A explicacdo para este fato € a atrofia completa dos
ovarios a partir da dose de 40 Gy (WALDER; CALKINS, 1993). O mesmo foi
observado por Allinghi et al. (2007) e Mastrangelo (2009) que obtiveram oviposicéo
de fémeas irradiadas apenas em doses de 20 Gy e 35 Gy respectivamente. Com

dose igual ou superiores a 40 Gy néo foi verificado opiposigao.
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O fato de ainda ndo haver uma linhagem sexual genética ou um método
viavel de sexagem em larga escala que permita apenas a liberacdo de machos de A.
fraterculus, faz com que a dose de esterilidade de 100% para fémeas seja de suma
importancia. A fertilidade residual nos machos € de menor importancia, ela somente
reduz a velocidade na qual a populagdo sera suprimida, ja para fémeas, uma
fertilidade residual de 2%, por exemplo, seguindo uma razdo de liberacdo de 100
insetos estéreis para 1 selvagem, na verdade dobraria o nimero de insetos da
proxima geracao (ROBINSON, 2005), o risco do aumento de picadas em frutos por

estas fémeas também fica eliminado (ALLINGHI et al., 2007).

4.5.3 Emergéncia de adultos

A emergéncia dos adultos ndo foi alterada em relacdo aos tratamentos.
Portanto as doses de radiagdo empregadas néo interferiram neste parametro de
controle de (Tabela 4.3). Foram feitas as seguintes contagens além da emergéncia
de adultos, deformidades em machos e fémeas, adultos semi-emergidos, e néo

emergidos. Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada também nestes itens.

Tabela 4.3 — Porcentagem média de emergéncia e sobrevivéncia sob estresse de A.
fraterculus irradiadas com diferentes doses de radiacao

Doses (Gy) Emergéncia Sobrevivéncia

(%£EP) (%xEP)
0 66,2+10,2 a 68+5,0 a
40 65,6+11,8 a 56+4,1 a
50 67,0+15,8 a 63+5,3 a
60 59,0+ 7,1a 61+4,3 a
70 63,0+11,7 a 60+4,3 a
80 61,8+13,4 a 74140 a

*N&o ha diferenca entre médias seguidas pela mesma letra (Tukey, 1%), nas colunas

A meédia de emergéncia do controle ficou em 66,2% e, de acordo com
Walder et al. (2008), a criacdo do Laboratorio de Entomologia do CENA/USP, a
mesma de onde foram retirados os individuos do experimento, tem uma taxa de
emergéncia acima de 80%. Vera et al. (2007) relata também emergéncia superior a

80%. O baixo valor de emergéncia em todos os tratamentos pode ser decorrente da
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dificil manutencdo da umidade relativa da sala onde foram desenvolvidos alguns
ensaios, entre eles o de emergéncia de adultos

Apesar da emergéncia abaixo da esperada, o fato de todos os tratamentos
inclusive o controle ndo apresentarem diferenca de valores, descarta a possibilidade

de tal resultado ser decorrente da irradiagéo.

4.5.4 Longevidade sob estresse

O parametro de longevidade né&o foi afetado significativamente pelas doses
de radiacdo aplicada (Tabela 4.3). As porcentagens de individuos vivos ap6s 48h de
todos os tratamentos apresentam valores acima de 55%. Mastrangelo (2009) apesar
de utilizar outras doses (15, 30, 60, 90 e 120 Gy) também nao encontra diferenca na
sobrevivéncia dos individuos entre os tratamentos, porém suas porcentagens de
sobrevivéncia sdo superiores a 60%. As porcentagens minimas pos-irradiacdo de
sobreviventes aceitaveis segundo a FAO/IAEA/USDA (2003) para A. ludens é de
55% e para A. obliqua de 40% apés 72 h.

4.5.5 Habilidade de vbo

As porcentagens de cada tratamento para cada uma das categorias (Nao-
emergidas, Semi-emergidas, Deformadas, N&do-voadoras, e Voadoras) ndao foram

afetadas pelas doses aplicadas (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 - Médias, em porcentagem, de todas as categorias observadas no teste de voo
de A.spl.aff. fraterculus irradiadas com diferentes doses de radiagcédo antes da
emergéncia (médiaterro padrao)

Doses Voadoras N&o- Deformadas Semi- N&o-

(Gy) voadoras emergidas emergidas
0 56,5+11,6 3,3+1,7 6,0+2,9 3,0+2,7 31,8+ 8,8
40 57,8£12,8 4,510,6 7,0+3,8 3,0+0,8 31,3+13,8
50 53,5+11,8 3,0+1,6 7,813,0 4,0+3,2 31,5+18,3
60 48,8+10,2 5,044,1 7,312,1 3,812,1 37,3t 7,4
70 51,5+13,1 3,3+2,6 7,8+2,6 3,5+1,9 35,5+11,6
80 49,3+14,1 5,0+2,3 4,3£1,0 4,3+1,0 36,5+13,0

Mastrangelo (2009) ndo encontrou valores com diferencas significativas entre

as doses e as porcentagens de voadoras foram superiores a 52%. As porcentagens
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minimas poés-irradiacdo que sdo aceitaveis segundo a FAO/IAEA/USDA (2003) sao
de 60% de voadoras para genetic sexing strains (GSS) de C. capitata, 80% para A.
suspensa, e 72% para A. obliqua, ndo ha relatos no manual da FAO a respeito de
indices para A. fraterculus.

4.5 Conclusbdes

Com base nos resultados obtidos nos bioensaios de radiobiologia deste
trabalho, pode-se concluir que:

(1) Os parametros de fecundidade (de fémeas férteis cruzadas com machos
irradiados), emergéncia de adultos, porcentagem voadores e sobrevivéncia sob
estresse néo foram afetados pelas doses aplicadas.

(2) Todas as doses utilizadas (40, 50, 60, 70 e 80 Gy) foram suficientes para

completa atrofia dos ovérios das fémeas, com conseqiiente auséncia de oviposi¢ao.

(3) Nenhuma dose de radiacdo utilizada (40, 50, 60, 70 e 80 Gy) causou a
esterilizagdo de 100% em machos de A sp 1 aff .fraterculus, porém a partir de 60 Gy
foi possivel obter queda na fertilidade de 98%.

(4) A dose recomendada para a esterilizagdo de machos de A. sp.1l aff.
fraterculus foi determinada como sendo de 70 Gy, por ser a menor dose que conferiu

mais de 99% de esterilidade.
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