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RESUMO

MASTRANGELO, T. de A. Metodologia de producdo de moscas estéreis de
Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858) (Diptera: Calliphoridae) no Brasil. 2011.
114 p. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Sao Paulo, Piracicaba, 2011.

Dentre as espécies de moscas que causam miiases, destaca-se a Cochliomyia hominivorax
(Coquerel, 1858) (Diptera: Calliphoridae), a qual se encontra distribuida em alguns locais
do Caribe e nos paises da América do Sul. Por ser um parasita obrigatorio, ¢ considerada
um dos maiores problemas da pecudria mundial, acarretando prejuizos da ordem de
milhdes de ddlares por ano em varios paises. Dentro do manejo integrado das miiases, as
principais estratégias de controle sdo o uso de agrotoxicos e a chamada Técnica do Inseto
Estéril (TIE). A implementag¢do desta ultima, em particular, permitiu a erradicagcdo de
C.hominivorax da América do Norte e de toda a América Central entre 1957 ¢ 2004,
sendo agora mantida uma barreira biolodgica na fronteira entre Panamé e Colombia. Os
esforgos para erradicacdo ainda continuam na Jamaica e vérias ilhas do Caribe, e diversos
paises da América do Sul ja expressaram interesse pela TIE. Visando apoiar os projetos
de controle de C. hominivorax com o uso da TIE nos paises do MERCOSUL, foram
realizados estudos de criagdo, esterilizagdo com raios X e compatibilidade reprodutiva de
linhagens. A colonia de C. hominivorax foi estabelecida com sucesso no CENA/USP e na
Biofabrica MOSCAMED Brasil, e entre as geragdes F; e Fis chegou a ser produzido um
volume de 30,9 L de pupas (= 257.200 pupas). Os valores dos parametros de controle de
qualidade da criacdo foram semelhantes aos da biofabrica do México e do laboratorio do
USDA-ARS. Para escolha do melhor substrato de oviposi¢do, foram testados 4
tratamentos a base de carne, figado e dieta larval podre, sendo que o de dieta larval
podretcodgulo e sangue bovino citratado foi o que permitiu maior oviposi¢do e
viabilidade de ovos. A temperatura base estimada para o desenvolvimento embrionario
foi de 13,1 °C, com uma constante térmica de 9,17 GD. Foram testadas 6 diferentes dictas
para adultos a base de mel, rapadura, ovo spray dried, melago e hemacias spray dried,
sendo que todas permitiram alta fecundidade e fertilidade. Nos bioensaios de dieta larval,
foram testadas duas dietas liquidas, com bagaco de cana ou fibra de coco, a dieta padrao
de carne e uma dieta de gel. Nao houve diferenga significativa entre os pardmetros de
controle de qualidade das dietas e a dieta de gel provou ser viavel e de menor custo. Para
determinagdo das doses esterilizantes, pupas com 24 h antes da emergéncia dos adultos
foram irradiadas com 10, 25 ¢ 60 Gy de raios X. As doses que induzem 99% de
esterilidade foram estimadas em 43,7 e 47,5 Gy para machos e fémeas, respectivamente.
Para estudar a compatibilidade reprodutiva e competitividade entre linhagens, foram
realizados 4 testes com cruzamentos entre uma linhagem do Caribe (Jamaica-06) e a
brasileira. Como ndo foi encontrada incompatibilidade reprodutiva nem problemas de
competitividade entre as linhagens, campanhas de supressdo da mosca da bicheira no
MERCOSUL poderiam utilizar moscas estéreis tanto da regido do Caribe quanto do
Brasil.

Palavras-chave: Mosca da bicheira. Dieta. Raios X. Compatibilidade. Pecuaria.






ABSTRACT

MASTRANGELO, T. de A. Methodology to rear sterile flies of Cochliomyia
hominivorax (Coquerel, 1858) (Diptera: Calliphoridae) in Brazil. 2011. 114 p. Thesis
(Philosophiae Doctor) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, 2011.

The New World Screwworm (NWS), Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858)
(Diptera: Calliphoridae), is a fly species that provokes myiasis and is currently distributed
at some Caribbean islands and South American countries. As an obligate parasite, this fly
is one of the most serious threats to livestock industry, causing economic losses of
millions of dollars per year in many countries. The main control strategies in the
integrated management of myiasis rely on the use of chemicals and the so called Sterile
Insect Technique (SIT). This technique, in particular, allowed the eradication of the NWS
from the entire North and Central America between 1957 and 2004, and a biological
buffer zone was set at the Panama-Colombia border. The eradication efforts still continue
in Jamaica and several Caribbean islands. Some South American countries also declared
interest for the use of the SIT against the NWS. Aiming to support projects to control the
NWS through the SIT in MERCOSUR countries, several studies on rearing, sterilization
with X rays and reproductive compatibility between strains were performed. The NWS
colony was successfully established at CENA/USP and the MOSCAMED Brazil facility.
Between the generations F; and Fjg, a volume of 30.9 L of pupae (= 257,200 pupae) was
produced. The values of the quality control parameters from the rearing were similar to
those from the screwworm mass-rearing facility in Mexico and the USDA-ARS
laboratory. To evaluate the best oviposition substrate, four treatments made of raw meat,
liver or wasted larval diet were tested, and the one made of wasted larval diet + citrated
bovine blood and clot allowed the highest oviposition and egg hatch. The estimated basal
temperature for the embryonic development was 13.1 °C, with a thermal constant of 9.17
GD. Six different adult diets made of honey, rapadura, spray dried egg, molasses or spray
dried blood were tested and all allowed high fecundity and fertility. For the bioassays
with larval diets, two liquid diets (with sugarcane bagasse or coconut fiber as bulking
agents), the standard meat diet and a gelled diet were tested. There was no significant
difference among the quality control parameters from the diets and the use of the gelled
diet proved to be feasible and cheaper. In order to estimate the sterilization doses, pupae
24 h before the adult emergence were irradiated at 0 (control), 10, 25 and 60 Gy of X
rays. The doses that induce 99% sterility were 43.7 and 47.5 Gy for males and females,
respectively. To assess the reproductive compatibility and competitiveness between
strains, four tests with crosses between a Caribbean strain (Jamaica-06) and the Brazilian
one were performed. As no reproductive incompatibility nor competitiveness problems
were found, suppression campaigns against the NWS in MERCOSUR could use sterile
flies either from the Caribbean basin as from Brazil.

Key Words: Screwworm. Diet. X rays. Compatibility. Livestock.
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1 INTRODUCAO

A sociedade mundial, alertada por estudiosos como Rachel Carson (“Silent
Spring”), Aldo Leopold (“The Land Ethic”), William Vogt (“Road to Survival”), Fairfield
Osborn (“The Limits of the Earth”), Garret Hardin (“Tragedy of the Commons”), Vandana
Shiva (“Monocultures of the Mind”) e Henk Tennekes (“The Systemic Insecticides: a
Disaster in the Making”), tem demandado tecnologias ¢ taticas de controle de pragas na
agropecuaria que ndo sejam apenas eficientes, mas também sustentiveis e
ambientalmente seguras. Recentemente, surgiu uma abordagem que tenta integrar varios
métodos de controle contra toda a populacdo de uma praga: o manejo integrado de pragas
em area-ampla.

Esse manejo envolve taticas coordenadas, preventivas e sustentdveis que visam
controlar a populagdo da praga em todas as areas de uma regido, incluindo areas urbanas,
nao comerciais € com os hospedeiros naturais (VREYSEN et al., 2007). Um dos métodos
que pode ser componente desse manejo ¢ a chamada Técnica do Inseto Estéril (TIE),
desenvolvida nos E.U.A. ainda na década de 1940.

A descoberta de que raios X ou gama poderiam induzir mutacdes letais
dominantes suficientes no sistema reprodutivo dos insetos (MULLER, 1927) foi
percebida pelos cientistas do United States Department of Agriculture em 1946, os quais
ja vinham procurando hé alguns anos um método de esterilizar massalmente insetos.
Esses cientistas haviam teorizado que se grande quantidade do inseto-alvo pudesse ser
produzida, esterilizada e liberada no campo, os insetos estéreis acasalariam com os
insetos selvagens. A prole resultante desses acasalamentos seria inviavel e,
conseqiientemente, um declinio na taxa reprodutiva da populacao selvagem seria obtida
ao longo das liberagdes, podendo-se alcancar até a erradicacdo daquela populacio
(KNIPLING, 1955). A primeira demonstracdo de viabilidade dessa tecnologia do inseto
estéril foi feita com a mosca da bicheira, Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858)
(Diptera: Calliphoridac) (MELVIN; BUSHLAND, 1936; BUSHLAND; HOPKINS,
1953; BAUMHOVER et al., 1955).

A mosca C. hominivorax é um parasita obrigatorio de animais de sangue quente ¢
provoca miiase primaria em feridas pré-existentes. As fémeas tém uma taxa reprodutiva
elevada e podem ovipositar até¢ 450 ovos em intervalos de 3-4 dias na periferia de feridas
ou orificios ¢ mucosas do corpo. As larvas eclodem depois de 12-20 h e migram

imediatamente para a ferida, alimentando-se superficialmente dos fluidos da ferida.
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As larvas de 2° e 3° instar aprofundam-se para se alimentar dos tecidos. Quando maduras,
as larvas abandonam o animal e pupam no solo (SPRADBERY, 1994). Todo o ciclo de
vida pode ser completado em apenas 14 dias sob condi¢des ideais, podendo levar a
epidemias. Por exemplo, 1,3 milhdes de casos de miiases foram reportados em 1934 no
sudeste dos E.U.A. (DOVE, 1937). Larvas de uma tnica oviposi¢do podem matar
pequenos animais ¢ multiplas infec¢des podem matar um boi adulto (KRAFSUR et al.,
1987).

Em 1957, um programa de manejo integrado em &rea-ampla contra
C. hominivorax foi iniciado na Florida. Apds o sucesso desse programa, com a unido
entre produtores, pesquisadores € o governo federal, foram langados programas de
erradicacdo da C. hominivorax em outros Estados do sudeste e sudoeste dos E.U.A.
A mosca da bicheira foi dada como erradicada dos E.U.A. em 1982, depois no México
em 2001 e, finalmente, da América Central em 2004 (WYSS, 2000). Nos programas dos
E.U.A. e México, até¢ 500 milhdes de moscas estéreis chegaram a ser produzidas por
semana na biofabrica de Tuxtla Gutiérrez, México. No istmo de Darién, Panama, foi
estabelecida uma zona tampdo de 300.000 km® através da liberagdo semanal de 40-50
milhdes de machos estéreis para se evitar reinfestacdo a partir da América do Sul
(GARCIA et al., 2007). Os beneficios diretos anuais daquela campanha de erradicacao
para o setor agropecuario foram estimados em US$ 896 milhdes, US$ 328 milhoes e
US$ 87,8 milhoes para os E.U.A., México e América Central, respectivamente (WYSS,
2000).

A mosca da bicheira continua sendo um sério problema de satide animal ¢ humana
em Cuba, algumas ilhas do Caribe e na América do Sul. Desde 1996, houve esforgos de
erradicacdo na Jamaica, mas o programa sofreu varios contratempos € pouco progresso
foi alcangado até 2005 (VREYSEN et al., 2007).

Nas ultimas décadas, o Brasil vem se firmando como grande produtor de proteina
animal. De acordo com projegdes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, a produ¢do de carne bovina brasileira deve chegar a 11,4 milhdes de
toneladas em 2021 (um acréscimo de 24% em relagdo a produgdo de 2011), com uma
participagdo nas exportacdes mundiais de 30,1% (BRASIL, 2011). Apesar de possuir o
maior rebanho bovino comercial do mundo (aproximadamente 200 milhdes de cabecas)
(IBGE, 2008), ainda existem muitas fazendas que empregam métodos de producdo

arcaicos, apresentando indices zootécnicos de produtividade que ndo condizem com a
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nova dindmica da produ¢do brasileira de carne (VIEIRA, 2005). Visando obter um
rebanho mais produtivo, os produtores devem adotar um manejo sanitario adequado
(vacinagdo, vermifugacdo, combate a ectoparasitas e tratamento correto das afecgdes
presentes nos animais) aliado a uma boa nutricdo e melhoramento genético
(DEGASPERI; PIEKARSKI, 1988; DOMINGUES; LANGONI, 2001).

Em 2006, a Comisidbn México-Americana para la Erradicacién del Gusano
Barrenador del Ganado (COMEXA) apresentou um projeto regional ao Ministério da
Agricultura do Brasil e foi definida uma area-piloto na fronteira entre Uruguai e Brasil,
onde os prejuizos somavam US$ 150 mil/ano. O projeto foi realizado entre janeiro e maio
de 2009, as mosca estéries foram importadas da biofabrica em Tuxtla Gutierrez e
liberadas pela For¢ca Aérea uruguaia, sendo o COMEXA a agéncia executora ¢ o Banco
Interamericano de Desenvolvimento (BID) o financiador. No final das 13 semanas de
liberacdo, o projeto demonstrou resultados positivos de controle (PONTES et al., 2009).
Com isso, estdo sendo planejados novos programas de supressio ou erradicagdo de
C. hominivorax para o MERCOSUL.

A importacdo de moscas estéreis seria um fator limitante para esses novos
programas por questdes relacionadas a qualidade dos insetos e custos. Pupas de
C.hominivorax, assim como de moscas-das-frutas, sao esterilizadas ja no final do estagio
pupal (BAUMHOVER et al., 1955; DOWELL et al., 2005) e a emergéncia ¢ atrasada
durante o envio por causa das condi¢cdes de hipoxia e de baixa temperatura. Qualquer
atraso ou alteracdo da temperatura durante o transporte sdo consideracdes logisticas
fundamentais, porque a qualidade final dos insetos pode diminuir significativamente,
especialmente em relagdo aos pardmetros de emergéncia e hablidade de voo das moscas
(ENKERLIN; QUINLAN, 2004).

Quanto maior a distincia entre o centro de producao e os locais de liberacdo, além
da maior probabilidade de ocorrerem atrasos e problemas de manutengdo da temperatura,
maiores também sdo os custos com transporte (FAO, 1992). Como exemplo, no programa
de erradicagao de C. hominivorax na Libia em 1990, somente o custo de envio das pupas
a partir de Tuxtla Gutiérrez foi quatro vezes maior do que o custo de liberacdo
(DOWELL et al., 2005). Portanto, fazer com que o centro de produ¢do das moscas
estéreis seja na propria América do Sul € estratégico para os novos programas de manejo

integrado de C. hominivorax em area-ampla.
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2 OBJETIVO

Visando apoiar os futuros programas de controle de Cochliomyia hominivorax em
area-ampla nos paises do MERCOSUL, o objetivo deste trabalho foi realizar uma série de
bioensaios de criagdo de C. hominivorax e de esterilizagdo com raios X no Brasil, além de

estudar a compatibilidade reprodutiva e indu¢do de esterilidade entre linhagens regionais.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Distribuicao geografica de moscas da bicheira

A mosca Chrysomya bezziana (Villeneuve, 1914) (Diptera: Calliphoridae) esta
presente em parte da Africa subsaariana e o norte da Africa-do-Sul, Oriente Médio, India
e em grande parte do sudeste asiatico, incluindo Indonésia, Timor Leste, Filipinas e Papua
Nova Guiné. Um outbreak de C. bezziana ocorreu em areas antes consideradas livres do
Iraque em 1996 (AL-1ZZI, 2002).

Ja a mosca Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858) (Diptera: Calliphoridae)
estava distribuida originalmente do sudoeste dos E.U.A. e pelo cinturdo tropical da
Florida, até as Américas Central e do Sul (HALL; WALL, 1995; GUIMARAES;
PAPAVERO, 1999; SKODA, 2001; IAEA, 2008).

A distribuigdo atual de C. hominivorax compreende uma parte da regiao do Caribe
(Cuba, Republica Dominicana, Haiti, Jamaica, Trinidad e Tobago) e os paises da América
do Sul, com exce¢do do Chile (HENDRICHS, 2001). Dessa forma, ela cobre
aproximadamente 50% das terras do continente sul-americano durante quase todo o ano,
podendo mover-se para outros 30% dependendo da estagdo do ano (GRANT et al., 2000).
O tnico incidente com C. hominivorax fora do hemisfério ocidental foi uma introducéo
acidental na Libia, Africa, no ano de 1988, por meio de ovelhas vivas parasitadas

importadas de paises da América do Sul (GABAIJ et al., 1989).

3.2 Ciclo de vida de Cochliomyia hominivorax

Coquerel (1858) relatou a presenga de larvas de Calliphoridae nas fossas nasais de
um homem em Caiena, Guiana Francesa, e denominou as formas adultas de Lucilia
hominivorax. Cushing e Patton (1933) descreveram Cochliomyia americana, porém
Aubertin e Buxton (1934) concluiram que os insetos estudados eram indistintos de
Cochliomyia hominivorax, devendo, portanto, ser preservada esta Gltima denominagdo

pela prioridade de nomenclatura.
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Cochliomyia hominivorax ¢ um inseto holometabolo, apresentando, portanto, em
seu desenvolvimento os estagios de ovo, larva, pupa e adulto. A infestacdo no animal
comeca quando a fémea adulta oviposita uma massa de ovos (até 450 ovos por massa) na
periferia de ferimentos, membranas mucosas e outros orificios do corpo (GUEVARA,
1986). Hall (1948) observou que os ovos alcangam aproximadamente 1,04 mm de
comprimento por 0,22 mm de largura, enquanto Davis ¢ Camino (1968) observaram um
comprimento de 1,1 mm.

A deposicdo da massa de ovos ¢ precedida por movimentacdo do abdomen,
exposicao do ovipositor e busca de local adequado para a oviposi¢ao. A fémea prova a
superficie com seu aparelho bucal e a ponta do ovipositor até selecionar o local. Os ovos
sdo depositados em uma massa plana irregular, com os ovos orientados para uma mesma
direcdo, de forma imbricada e ndo em camadas. Se a ferida ja possuia uma massa de ovos,
a fémea que esta para ovipositar deposita a nova massa no topo ou em contato direto com
a massa anterior em 67% dos casos. Terminada a oviposicdo, as moscas geralmente
abandonam o animal imediatamente (THOMAS; MANGAN, 1989).

A mosca da bicheira ¢ iteropara (reproduz-se durante toda a vida), com a
oviposi¢do ocorrendo em ciclos de 3 dias. As fémeas de C. hominivorax, de certa forma,
combinaram longevidade e iteroparidade com autogenia e grandes massas de ovos. Esse
comportamento reprodutivo ¢ bem adaptado para a exploracdo de recursos transitorios
como feridas de animais (THOMAS; MANGAN, 1989).

O parasitismo causado pelas larvas provoca uma infeccdo (MARSHALL et al.,
1937) denominada miiase, vulgarmente chamada de “bicheira”. A doenca ndo ¢
necessariamente muito chamativa e pode ndo ocorrer em escala epidémica. Infestagdes
por bicheira estdo geralmente associadas as injurias traumaticas, lesdes erosivas ou
ulcerativas da pele, lesdes com pus, e locais com hemorragia. Em ovelhas, as larvas da
mosca da bicheira tém a habilidade de conseguir atacar a cérnea pelo canto mediano
(mesmo estando intacta) do olho e a regido perineal mesmo estando sem trauma ébvio ou
hemorragia. Abscessos do pé de origem traumadtica sdao outra fonte de miiases em ovelhas.
A regido umbilical de animais recém-nascidos ¢ especialmente suscetivel e ¢ uma das
principais portas de entrada para as infestagdes (ANIMAL HEALTH AUSTRALIA,

2007). Segundo Parish (1942), as moscas dos chifres e carrapatos também sdo
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responsaveis por incitar infestagdes por moscas da bicheira (moscas dos chifres
representaram cerca de 32% das infestacdes em gado, enquanto os carrapatos, 7% das
infestacdes em cordeiros e 3% em ovelhas e gado).

Parish (1942) relatou 6.148 casos de miiase em animais entre 1936 ¢ 1940 no
Texas. Desse total, 41% das infestagdes ocorreram em ovelhas, 22% em bodes, 21,5% em
cordeiros ¢ 11% no gado. Dos 43 fatores que predispdem os animais as miiases, o
ferimento por needle grass (capim-flecha ou capim de bode) foi responsavel por 1.178
casos de infestagao, ou 35% dos casos em cordeiros ¢ 27% dos casos em ovelhas. Dos 8
tipos de feridas avaliadas e que podem ser facilmente excluidas pelo manejo sanitario
adequado, aquelas relacionados ao nascimento estavam entre as mais importantes,
representando 63% das infestacdes em bezerros e 8% no gado. Melvin e Bushland (1940)
também citaram miiases ocorrendo em passaros (corvo e pardal).

Segundo Krafsur e Lindquist (1996), a distribuicdo dos casos de miiases por
C. hominivorax na Libia foi de 74% em ovelhas, 16% no gado, 4% em caprinos, 4% em
eqiiinos e 2% em camelos. Hall et al. (2009) avaliaram 181 casos de miiases por
C. bezziana em 10 regides do Oriente Médio, sendo cabras e ovelhas os principais
hospedeiros (84,6% dos casos) e a regido da cauda e da genitalia os locais mais atacados
(40,3% e 14%, respectivamente).

Na Venezuela, os caes representam os hospedeiros secundarios mais importantes,
e, dentre os animais selvagens de zooldgico, a maioria dos casos de miiase ocorrem em
felinos (CORONADO; KOWALSKI, 2009).

O parasitismo comega com a invasdo das larvas pela epiderme lesionada e sua
agregacao em cavidades. Com seus denticulos e gancho da mandibula, elas raspam os
tecidos vivos e se alimentam das secrecoes resultantes. Em 24 h, as cavidades aumentam
e se expandem lateralmente e em profundidade no tecido subcutaneo e musculos. Um
exsudado seroso e sangrento ¢ evidente nesta fase devido a necrose progressiva dos
musculos, pele e outros tecidos. Hemorragia a partir das lesdes pode ser severa, ¢ estas
passam a emitir um odor caracteristico e pungente (ANIMAL HEALTH AUSTRALIA,
2007).

Metabolitos bacterianos resultantes da necrose e destruicdo dos tecidos por outras
larvas aumentam a atratividade das feridas como sitios de oviposi¢ao para outras fémeas
gravidas (HAMMACK et al., 1987; CHAUDHURY et al., 2002a). Mahon et al. (2004)
indicaram que a atratividade das feridas parasitadas est4 mais relacionada com a idade da

ferida (por pelo menos 3 dias).
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Freqiientemente, miiases por mosca da bicheira s3o complicadas pelo ataque de
moscas secundarias. Estas larvas de moscas secundarias, como Chrysomya spp., ficam
normalmente na superficie das feridas e ndo se aprofundam (ANIMAL HEALTH
AUSTRALIA, 2007).

Os sinais clinicos da infestacdo incluem inicialmente a presenga de uma lesdo com
secregoes, forte odor caracteristico, € com larvas. Hipersensibilidade no inicio, seguida de
aparente perda de sensibilidade na regido da lesdo, impaciéncia do animal afetado, febre,
letargia, perda de apetite, anemia e hipoproteinemia também sdo sintomas comuns.
Infestagdes nos musculos podem resultar em restricdes de movimento (ANIMAL
HEALTH AUSTRALIA, 2007). Até o presente momento, ndo foram desenvolvidas
vacinas comerciais que oferecam prote¢ao contra as miiases (WILLADSEN, 2002).

O periodo larval ¢ relativamente constante em duracdo por ser moderado pelo
hospedeiro. Nas primeiras 24 horas ap6s os ovos terem sido colocados, as larvas eclodem
e passam a se alimentar dos tecidos vivos por 5-8 dias até atingirem o terceiro instar.
Hightower et al. (1972a) estabeleceram 3 fases de crescimento larval: a 1* seria
caracterizada por um lento desenvolvimento de 0,3 a 0,11 mg com duracdo de 3,3 dias, a
2% fase seria de crescimento critico de 35 a 65 mg (suficiente para pupagdo), e a 3* fase
seria de crescimento pos-critico, em que ¢ determinado o tamanho do adulto. Oliveira
(1980) concluiu que, em dieta artificial, o periodo larval varia de 3 a 5 dias.

Mazza (1939) considerou que em condigdes de campo as larvas de 1° instar
atingem 1,2 mm de comprimento por 0,23 mm de largura, as de 2° instar 4,85 mm de
comprimento por 1,5 mm de largura, e as de 3° instar 11,7 mm de comprimento por
2,55 mm de largura. Davis ¢ Camino (1968) observaram o comprimento larval indo de
I até 17 mm.

As larvas deixam as feridas para pupar no solo principalmente a noite, com pico
entre a meia-noite ¢ o comeco da alvorada, ¢ as fémeas tendem a sair antes dos machos.
Caindo no solo, as larvas se aprofundam 2-3 cm, viram-se no tunel criado e pupam em
24 h. Davis e Camino (1968) relataram um comprimento pupal de 10,2 £0,8 mm, e peso
de pré-pupas entre 77 e 94,4 mg.

A duracdo do periodo pupal varia de 1 a 8 semanas dependendo do tipo de solo,
temperatura ¢ umidade (ANIMAL HEALTH AUSTRALIA, 2007). Oliveira (1980)
observou que o periodo pupal de 50 culturas variou de 6 a 10 dias (26° C e 80% de
umidade relativa). Segundo Laake et al. (1936), o periodo de pré-pupa pode durar de 7 h
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a 3,2 dias, o de pupa, 7 a 54 dias dependendo da estacdo do ano. Brody e Rogers (1945)
registraram, durante o inverno na Florida, um periodo pupal de até 78 dias. Parman
(1945) e Flitters e Benschoter (1968) afirmaram que a temperatura média critica de
sobrevivéncia de pupas esta entre 9-10 °C. Thomas (1989) relatou que larvas que
empuparam em solo exposto diretamente ao sol sofreram 77% de mortalidade. Pupas na
Libia apresentaram viabilidade de 70% depois de serem mantidas por 1 més a
temperatura constante de 5 °C (ELWAER; ELOWI, 1991).

De acordo com Chirico et al. (1994), pupas irradiadas no 5° dia do estagio pupal e
estando nas caixas de liberacdo (1.600 pupas/caixa + copinho com 100 mL de dieta
gelatinosa a base de glicose) podem ser armazenadas até 132+2 h a 10 °C sem
comprometer a qualidade dos adultos significativamente. Segundo os mesmos autores,
pupas irradiadas também podem ser mantidas a 35 °C durante as tltimas 36 h do estagio
pupal sem haver perda substancial da qualidade das moscas, mas ja a 40 °C a emergéncia
de adultos cai para apenas 0,3% ou menos.

Logo apoOs a emergéncia, a partir de 32 °C por 28 h, a qualidade das moscas ¢
reduzida significativamente (redug¢do de mais de 40% na porcentagem de flyers)
(CHIRICO et al., 1994). Segundo Hofmann (1985), os patamares minimos para
emergéncia ¢ mortalidade de adultos em uma biofabrica poderiam ser 90% e 0,5%,
respectivamente.

A duracao do periodo de pré-oviposi¢ao depende da temperatura. Fletcher et al.
(1966) afirmaram que a maturidade sexual ocorre em 48 h e 36 h para fémeas e machos,
respectivamente. Krafsur et al. (1979) encontraram periodos de 4 , 6, 8 e 17 dias para as
temperaturas de 25° C (Florida Strain), 25-30 °C (Strain 001), 25 °C (Strain CTX) e 15 °C
(Strain 001), respectivamente. A idade de acasalamento varia de 48 a 56 h entre as
temperaturas de 26,7° e 35°C, mas aumenta para 96 h a 43,3°C (ADAMS, 1979b).

Machos de C. hominivorax podem formar agregacdes para acasalamento em
arbustos e arvores e atacam qualquer objeto pequeno que passe por perto. As fémeas
geralmente ndo requerem uma dieta protéica para ovipositar pela primeira vez, mas
alimentam-se de proteinas quando prontamente disponiveis (ANIMAL HEALTH
AUSTRALIA, 2007).

A freqiiéncia de acasalamento pelos machos ¢ menor entre 1 ¢ 3 dias apos a
emergéncia e maxima entre 4 ¢ 16 dias apds a emergéncia dos adultos (a 27°C) (ADAMS,
1979b). Adams (1979b) concluiu que sdo as fémeas que determinam quando deve ocorrer

o acasalamento ou ndo, e que fémeas contendo ovos na fase final de oogénese
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(estagios 6 a 10), sdo mais receptivas a copula. A faixa 6tima para maturaciao dos ovos de
C. hominivorax esta entre 15,7° e 43,3 °C (ADAMS, 1979a). A maior taxa de matura¢do
dos ovos foi verificada a 32,2 °C, e temperaturas acima desta estressam o inseto,
aumentam o tempo necessario para completar a pré-vitelogénese e a vitelogénese
(ADAMS, 1979a). Em laboratdrio, Crystal (1967) observou que as fémeas acasalavam
com 3-4 dias de idade e ovipositavam pela 1? vez estando com 4-5 dias de idade.

Apesar da idade fisiologica da fémea, determinada pelo estadgio dos ovos nos
ovarios, ser um bom indicativo do momento do acasalamento, a presenga da glandula
anelar e a liberacao dos seus produtos 24-48 h apds a emergéncia sdo pré-requisitos para a
ocorréncia da copula. Isso porque o acasalamento ainda pode ser observado quando os
ovarios sao removidos ou atrofiados por radiagdo, mas nao quando as glandulas anelares
sdo removidas ou os insetos sdo alimentados apenas com agucar (dietas apenas com
acUcar parecem interferir na liberagdo dos produtos das glandulas anelares) (ADAMS,
1979b).

Crystal (1967) concluiu que o tempo de copula ¢ de 2,6 £0,1 min. As fémeas
copulam uma s6 vez e os machos de 4 a 5 vezes. Fémeas sdo mais receptivas a
inseminacdo quando mantidas entre 21,5° ¢ 29,4 °C (ADAMS, 1979a). Adams e Reinecke
(1979) mencionaram que o intervalo de 15°C a 43,3°C ndo produz efeito letal sobre a
inseminagdo de fémeas de C. hominivorax. O acasalamento ndo ocorre em temperaturas
menores que 12,8 °C e pode demorar até 480 h para ocorrer apds a emergéncia dos
adultos a 13°C (ADAMS, 1979a).

Krafsur e Garcia (1978) demonstraram que o momento em que 90% de uma
populagdo teste de C.hominivorax oviposita pela 1* vez pode ser estimado por uma
equacdo linear em fun¢do da temperatura (D-1= 98.04/(T-8.41)). Adams (1979a)
propuseram outra equacao (D= 60.98/(T-14.9)), a qual predizia a maturacdo em até 3,4
dias. Entretanto, observagdes de campo e laboratério demostraram que o dia modal para a
1* oviposi¢do, a temperaturas >27 °C, ocorre no 5° dia de idade, com as oviposicoes
subseqiientes podendo ocorrer a cada 3 dias (CRYSTAL, 1967; HIGHTOWER et al.,
1972b; MANGAN; THOMAS, 1989; THOMAS; CHEN, 1990).

A oviposi¢cdo ocorre preferencialmente no final da tarde (ANIMAL HEALTH
AUSTRALIA, 2007). Davis et al. (1968) verificaram que, em temperaturas inferiores a

20°C, as fémeas reduzem significativamente a oviposi¢do. Hightower et al. (1972b)
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relataram que moscas de coldnia de laboratorio ovipositaram até 11 vezes, com 3,2 dias
de intervalo entre as oviposi¢cdes. Fémeas podem reabsorver os ovos quando nao
encontram substratos adequados para oviposicao (ADAMS; REINECKE, 1979).

A longevidade média dos adultos em laboratério pode chegar a 28 dias
(BUSHLAND; HOPKINS, 1953; KNIPLING, 1955; MOYA-BORJA, 2003). Segundo
Adams (1979a), variagdes de temperatura dentro da faixa otima (21,8° a 37,8°C)
provocam poucas mudancas na maturagdo dos ovos pelas fémeas, mas, por exemplo, um
aumento de 5,5°C dentro de faixas sub-6timas (de 37,8° a 43,3°C, por exemplo) pode
provocar uma redu¢do da longevidade de até 57,7%. Hightower et al. (1972b) observaram
uma longevidade maxima em laboratério de 50 dias. Ja Laake et al. (1936) relataram que
uma fémea em laboratorio viveu até os 65 dias de idade e ovipositou 12 vezes. Thomas e
Mangan (1992) relataram que moscas da linhagem de Belize liberadas em campo

demonstraram sobrevivéncia e longevidade comparaveis as de populacdes selvagens.

3.3 Ecologia e dispersao de moscas da bicheira

A mosca da bicheira ¢ uma oportunista, estrategista-r, e consegue sobreviver no
ambiente mesmo sob baixas densidades de hospedeiros e de moscas adultas
(SOUTHWOQOD et al., 1974). Densidades de populagdes naturais de moscas da bicheira
raramente excedem 200 fémeas/km’ (LINDQUIST, 1958). Sua distribuicio nio é
uniforme na natureza, como foi observado no Arizona (PARMAN, 1945; DEONIER,
1946), Texas (HIGHTOWER, 1963; AHRENS et al., 1977; PETERSON II et al., 1983),
na regido do Golfo do México (KRAFSUR; HIGHTOWER, 1979; KRAFSUR et al.,
1980) e nos tabuleiros costeiros do sul do México (BRENNER, 1985). Spencer et al.
(1981) e Parker et al. (1993) sugeriram que populagdes de C. hominivorax em climas
tropicais estdo sempre presentes em niveis suficientes para provocar infestagdes em
qualquer época do ano.

Como era de se esperar para um parasita obrigatorio, a distribuicdo de
C. hominivorax, tanto nativa como estéril, estd intimamente associada com a distribui¢ao
de animais de sangue quente (PARMAN, 1945; DEONIER, 1946; HIGHTOWER, 1963;
JONES et al., 1976b). Os adultos também preferem areas ribeirinhas com mata, areas
sombreadas e imidas e tém menores chances de sobreviver em areas de campo aberto

(PHILLIPS et al., 2004; ANIMAL HEALTH AUSTRALIA, 2007).
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As fémeas de C. hominivorax visitam feridas tanto para ovipositar quanto para se
alimentar dos exsudados, sendo que as visitas de alimentagdo podem chegar a ser duas
vezes mais freqiientes do que as de oviposi¢do. As visitas de alimentagdo duram em
média 5,4 min., enquanto as de oviposi¢do duram cerca de 15,4 min., embora ambas
possam durar até 1 h (THOMAS; MANGAN, 1989).

Guillot et al. (1978) observaram machos estéreis sexualmente ativos no campo e
verificaram que a maioria deles permanecia em “estagdes de espera” proximas de flores.
Mackley e Long (1983) registraram grandes densidades de moscas estéreis proximas a
certas espécies florais no sul do Texas, novamente sugerindo preferéncia das moscas por
fontes alimentares ou lugares de agregagao antes do acasalamento. Thomas (1991) relatou
que os adultos de C. hominivorax em gaiolas de campo ficavam sob constante ameaga de
formigas, especialmente enquanto se alimentavam de néctar.

Brenner (1984) propos que os adultos de C. hominivorax se agregavam ao redor
dos animais hospedeiros. Entretanto, Parker et al. (1993) ndo concordaram com essa
hipdtese depois que encontraram 3,6 menos moscas nas areas de pastagem do que em
areas de floresta. Além disso, os dados de multipla recaptura de Parker et al. (1993)
sugeriram que as fémeas ndo formam agregagdes proximas aos animais, mas que se
movem (talvez ao acaso) dentro das areas de floresta ou mais sombreadas.

A disposicao das armadilhas no campo e a direcdo do vento exercem grande
influéncia na avaliacao da distribui¢do de mosca da bicheira. Brenner (1985), avaliando
um local onde havia plantagdo de cacau e pasto, verificou que quando o vento soprava em
dire¢do ao cacau (sem animais por perto), apenas 2 moscas silvestres e 20 estéreis foram
capturadas, mas quando o vento soprava para a transi¢cdo entre pasto e a plantacdo
(animais presentes dentro de 150 m), 27 moscas silvestres e 230 estéreis foram
capturadas. Entretanto, esse trabalho nao incluiu areas com floresta, € Mangan e Thomas
(1989) demonstraram que as fémeas preferiam os habitats de floresta ao invés de
pastagens ou areas com vegetagao rasteira.

Estudos ecoldgicos realizados na América Central e no Brasil utilizando
armadilhas orientadas pelo vento (OLIVEIRA et al., 1982) ou animais sentinelas com
feridas induzidas indicaram que C. hominivorax ¢ mais abundante durante os meses de
verdo, os quais normalmente coincidem com periodos chuvosos. Grandes flutuagdes

diurnas de temperatura podem ser prejudiciais a sobrevivéncia dessa mosca
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(NOVY, 1978). Flitters e Benschoter (1968), Krafsur (1987) e Thomas (1989)
observaram quedas nas populagdes selvagens a altas temperaturas.

Segundo Parker et al. (1993), a diminui¢do da disponibilidade de alimento e
hospedeiros durante as estacdes secas parece ser o principal fator responsavel pelo
declinio sazonal das populagoes de C. hominivorax. Nas épocas secas, as fontes de
umidade (como orvalho, chuvas e secrecdes de plantas) diminuem, a carcaga de animais e
esterco ressecam mais rapidamente e ha, de modo geral, menor nimero de animais
recém-nascidos. Altas temperaturas (>30 °C) também diminuem o nimero de horas de
forrageamento disponiveis para as moscas durate o dia.

Baumhover (1963b) observou a perda de peso e sobrevivéncia de larvas maduras,
pré-pupas e adultos sob varios regimes de temperatura e umidade e demonstrou que altas
mortalidades ocorrem em atmosferas mais secas. Baumhover e Spates (1965) mostraram
que a tolerancia de adultos a falta de 4gua e alimento pode variar muito entre linhagens
selecionadas e nao selecionadas.

Como encontrar um animal ferido nao ¢ muito freqiiente, essas moscas
desenvolveram quimiorreceptores muito sensiveis aos odores emanados de lesdes,
especialmente das ja parasitadas com a bicheira (MOY A-BORIJA, 2003).

Nessa busca por locais para oviposicao, as fémeas podem se dispersar por até 350
km durante seu periodo de vida (MOYA-BORIJA, 2003). J& houve relato de que um tnico
espécime de C. hominivorax foi capaz de se deslocar por 290 km (SPRADBERY, 1991).
Fémeas adultas de C. bezziana, por exemplo, conseguem voar 25-50 km em procura de
um hospedeiro adequado, mas longas distancias de 300 km também ja foram relatadas
(OPEC, 1999), embora grandes dispersdes como esta estejam usualmente associadas com
o deslocamento de animais infectados ¢ quando a densidade de hospedeiros ¢ menor
(IAEA, 2008). Brenner (1985) verificou que a dispersdo de moscas estéreis dentro de
2,1 km a partir do ponto de liberacdo era adequada. Mayer et al. (1995) mostraram
estimativas de distdncia média de dispersao entre 4 ¢ 10 km.

Também ha evidéncias que as moscas de C. hominivorax podem ser carregadas
pelo vento para infestar novas areas, como parece ter sido o caso da reinfestacdo da Ilhas
Virgens em 1977 (RAWLINS, 1985).

Thomas e Mangan (1989) detectaram uma periodicidade em populacdes
mexicanas de 14-15 dias, o que atribuiram ser o tempo de uma geracdo. Essa
periodicidade numa populagdo pode sugerir certa sincronizacdo de oviposi¢do, resultado

do comportamento de desenvolvimento em feridas. Nesse caso, a maioria das moscas
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pode ser proveniente de apenas alguns poucos hospedeiros infestados. Quando uma ferida
infestada atinge sua maxima atratividade (3-4 dias e com larvas de 3° instar), as fémeas
parentais podem estar prontas para ovipositar novamente. Nessas circunstancias, uma
unica fémea e um unico hospedeiro conseguem iniciar uma sucessdo de geragdes com
periodicidade de 3 dias (THOMAS; CHEN, 1990).

Matlock Junior e Skoda (2009) estimaram as taxas de recrutamento, sobrevivéncia
e de crescimento populacional pelo método de Pradel em oito estudos de liberagdo-
recaptura de C. hominivorax férteis em duas localidades da Costa Rica. Do total de
19.573 moscas marcadas liberadas, 4.476 foram recapturadas. A sobrevivéncia diaria foi
3% maior na estacdo umida em comparagdo com a estagao seca. A recaptura de fémeas
foi quase 6 vezes maior do que a de machos, ¢ a recaptura de moscas foi 3 vezes maior na
estacdo seca do que na umida. O tempo estimado para dobrar a populacdo variou de
54 para 139 dias, enquanto o tempo minimo encontrado na literatura (sob condi¢des
ideais) ¢ de somente 14 dias.

A recaptura de moscas geralmente ¢ maior nas épocas secas porque a eficiéncia
dos atrativos existentes até hoje aumenta com a baixa disponibilidade de alimento e

outros recursos naturais durante esses periodos (PARKER et al., 1993).

3.4 Importancia econdomica e médica

Nas ultimas décadas, ha centenas de relatos de infestacdes na Colombia,
Venezuela, Suriname, Guianas, Equador, Paraguai e Brasil. Também ha varios casos na
literatura sobre infestacdes em seres humanos nos E.U.A., Uruguai, Peru, Bolivia e Brasil
(GRANT et al., 2000; IAEA, 2008).

Como conseqiiéncia do parasitismo, ocorre aumento da mortalidade dos animais,
dos custos com agrotoxicos, medicamentos, servi¢os veterinarios, de mao-de-obra com
inspe¢do e manejo dos animais, diminui¢do de ganho em peso, da producdo de leite e da
qualidade do couro. Um animal adulto infestado com C. hominivorax pode morrer em até
7-10 dias se nao tratado corretamente (SERENO et al., 1996; TAEA, 2008). Animais
pequenos, como coelhos, podem sucumbir rapidamente mediante miiase contendo

50-100 larvas (BAUMHOVER et al., 1966).
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Em 1935 no E.U.A., foram relatados 230.000 casos de miiases em animais €
100 em humanos (JAMES, 1947). Jefferson (1960) descreveu que 80 a 85% das feridas
dos bovinos na Florida eram infectadas com larvas de C. hominivorax, o que ocasionava
perdas de US$ 10 milhdes/ano. Baumhover (1966) estimou que C. hominivorax
ocasionava perdas nos E.U.A. de US$ 20 milhdes/ano na regido sudeste e de
USS$ 50 a 100 milhdes/ano na regido sudoeste. Foi estimado que a industria norte-
americana sofreria perdas de produgdo da ordem de US$ 900 milhdes caso essa mosca
fosse reintroduzida (McGRAW, 2001).

No Haiti e na Reptiblica Dominicana, os danos por essa praga foram estimados em
USS$ 16 milhdes e US$ 10 milhdes por ano, respectivamente. Na Jamaica, as taxas de
infestacdo em bovinos e caprinos chegavam a 15,1 e 18,3%, respectivamente, sendo que
as perdas por causa da mortalidade, baixa produtividade e custos de produgdo (vistorias,
prevengdo e tratamento de feridas) foram estimados entre US$ 5,5 milhdes e
USS$ 7,8 milhdes/ano (VO, 2000).

Um estudo dos prejuizos em Cuba concluiu que mais de 97% dos custos com
controle estavam relacionados com remédios ndo-especificos (como antibidticos para
combater infec¢des secundarias resultantes da miiase) e o custo médio de controle era de
USS$ 1,00 para caprinos ¢ US$ 9,00 para o gado (IAEA, 1998a). Coronado ¢ Kowalski
(2009) estimaram que os custos de controle (com larvicidas, por exemplo) na Venezuela
chegavam a US$ 2 milhdes/ano.

Na pesquisa de Rawlins (1985), o gasto com monitoramento e tratamento em
Trinidad, Guiana, Suriname e Jamaica variou de USS$ 4,82 a US$ 10,71/animal. No norte
da Africa, o custo com a inspe¢do e tratamento foi calculado em US$ 5,00/animal/ano
(MOYA-BORIJA, 2003).

Utilizando um cenario worst case para o caso de estabelecimento de C. bezziana
na Australia, Anaman et al. (1993) estimaram que as perdas diretas pelos produtores
seriam da ordem de US$ 281 milhdes. Propriedades com cria extensiva de gado sofreriam
as maiores perdas (73% do total de perdas pelos produtores).

Segundo Rawlins et al. (1983), animais infestados estavam presentes em 85% e
88% das fazendas da Guiana e do Suriname, respectivamente. Carrazoni e Almazan
(1973) constataram que a miiase em umbigo de bezerros na Argentina determinava de 10
a 15% das mortes de animais recém-nascidos. Carballo et al. (1990) verificaram que a

maior incidéncia de miiases (68,6%) ocorria nos ovinos. No ano 2000, a incidéncia de



28

miiases no Uruguai chegou a ser de 5,7% nas ovelhas e de 3,4% no gado, ocasionando
perdas de US$ 210 milhdes, enquanto no Brasil e Paraguai, as perdas foram estimadas em
USS$ 1,8 bilhdes e US$ 103 milhdes, respectivamente (IPS, 2010).

Madeira et al. (1998) conduziram uma pesquisa sobre a incidéncia de miiases na
ovinocultura de Sdo Paulo e verificaram que C. hominivorax era o ectoparasita mais
freqliente e que causava mais perdas econdmicas de acordo com 67,4% dos fazendeiros
que responderam a pesquisa. A incidéncia da bicheira também estava altamente
relacionada com o tamanho do rebanho: a prevaléncia era baixa nos rebanhos menores
(< 50 animais), mas chegava a 100% nos rebanhos com mais de 500 animais. A menor
taxa de infestagdo (33%) foi observada nas fazendas cuja produgdo era voltada apenas
para a obten¢do de 13, enquanto a maior taxa (80%) foi observada nas fazendas em que a
criagdo era voltada para a produgdo de carne e 13 simultaneamente. Esse estudo também
mostrou que 26,7% dos ovinos que eram submetidos a pratica da amputacdo da cauda
sofriam miiases.

No Brasil, Grisi et al. (2002) estimaram que as perdas por C. hominivorax giravam
em torno de US$ 150 milhdes/ano. Rocha e Vaz (1950) observaram a necropsia de
300 bezerros e afirmaram ser de 8 a 15% a mortalidade por C. hominivorax em Sao
Paulo. Pinheiro et al. (1974) registraram a prevaléncia de 46% de miiase cutdnea em
bovinos por C. hominivorax em Botucatu, SP. Segundo Lello et al. (1982), casos de
miiases foram encontrados em 56% das fazendas de Botucatu, ¢ a taxa de infestagao era
de 46,8% em ovelhas e 95,2% no gado. De acordo com Moya-Borja (2003), a venda de
“mata bicheiras” para todas as espécies animais atinge cerca de US$ 8 milhdes/ano no
pais.

Horn e Antonio (1983) relataram que os prejuizos por depreciacdo de couros de
bovinos chegavam a US$ 109 milhdes/ano. Mais recentemente, as perdas por causa de
defeitos provocados por ectoparasitas como a bicheira no couro bovino chegam a totalizar
USS$ 216 milhdes/ano no Brasil (IEL, 2000).

Nos casos em que C. hominivorax parasita seres humanos, deve haver condigoes
propicias para tal, como debilidade fisica ou mental, desidratacdo, higiene corporal
inadequada, desnutri¢do, elefantiase, diabetes, alcoolismo, anemia, infestacao por piolhos
e, fundamentalmente, feridas ou lesdes causadas por acidentes (DURIGHETTO JUNIOR
et al., 1995; STEPHAN; FUENTEFRIA, 1999; GARCIA et al., 2002; COUPPIE et al.,
2005).
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Em 1935 nos E.U.A., foram relatados 100 casos de miiases em humanos (JAMES,
1947). Snow et al. (1978) diagnosticaram 14 casos de miiases humanas na ilha de
Curagao e enfatizaram que os mais atingidos foram criangas e idosos.

Segundo Rawlins (1985), pelo menos um caso de miiase humana foi reportado
pelo seu pessoal de campo em Trinidad, Guiana, Suriname e na Jamaica. Entre 2002 e
2009, foram encontrados registros de 241 casos de miiases em criangas (0-6 anos) e
idosos na Venezuela, havendo ainda dois oObitos de idosos por infestagdo massiva
(CORONADO; KOWALSKI, 2009).

Entre 1999 e 2002, foram registrados 24 casos na cidade de Recife, Pernambuco
(NASCIMENTO et al., 2005). No municipio de Sdo Gongalo, Rio de Janeiro, entre julho
de 2007 e maio de 2008, houve 22 casos de pessoas parasitadas por C. hominivorax
(SILVA et al., 2008a). Lopes-Costa et al. (2008) relataram um caso de miiase por
C. hominivorax na cavidade uterina de uma mulher.

Na verdade, existe um consenso entre especialistas médicos e veterinarios de que
a incidéncia de C. hominivorax ¢é provavelmente sub-reportada na maioria dos paises,
com o numero real sendo freqlientemente 10 vezes maior do que o niimero oficial. Até
mesmo em paises com servigos médico-veterinario bem estruturados e de boa qualidade,
a incidéncia real é estimada como sendo 5 vezes maior do que a declarada oficialmente
(IAEA, 1998b). Krafsur et al. (1979) sugeriram que as populagdes de C. hominivorax
devem ser muito maiores do que poderia ser inferido a partir do nimero de casos de

miiases.

3.5 Manejo Integrado de Miiases

O Manejo Integrado de Pragas (MIP) pode ser definido como um “sistema de
decisdo para uso de taticas de controle, isoladamente ou associadas harmoniosamente, em
uma estratégia de manejo baseada em andlises de custo/beneficio que levam em conta o
interesse ou impacto na sociedade e ambiente” (KOGAN, 1998). Dentre as etapas para
elaboracdo de um programa de MIP, pode-se citar: reconhecimento das pragas-chave
(identifica¢do taxonOmica e bionomia), determinagdo dos niveis de dano econdmico e de
controle, amostragem populacional, determinagdo da dindmica populacional e avaliagao
dos métodos de controle. Na verdade, nos ultimos 50 anos, o MIP permaneceu como

paradigma dominante do controle de pragas (KOGAN, 1998).
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Dentro do manejo integrado das miiases neotropicais, larvas e adultos de
Cochliomyia hominivorax podem ser diferenciados morfologicamente das outras
espécies. Como os dois primeiros instares sdo relativamente imperceptiveis e duram
apenas 2 dos 4-7 dias de periodo larval, eles raramente sdo apresentados para diagnose e
as chaves taxonomicas geralmente sdo apenas para larvas de 3° instar. Na larva de
3° instar de C. hominivorax, os troncos traqueais dos espiraculos posteriores até o 9° ou
10° segmentos sdao fortemente pigmentados e o espirdculo anterior tem de 7 a 12 papilas
(SPRADBERY, 2002). Para diferenciar os adultos, a faixa escura central do térax ndo se
estende até o final da sutura mesonotal, ha sétulas escuras na parafacidlia da cabeca, e o
5% segmento do tergito abdominal geralmente possui poucas cerdas lateralmente
(SPRADBERY, 2002).

Para os estudos de flutuacdo sazonal dos adultos e monitoramento populacional,
podem-se empregar animais sentinelas (para obten¢do de massa de ovos e larvas)
(BAUMHOVER et al., 1955), iscas com figado deteriorado ou armadilhas com atrativos
artificiais (Swormlures) (para captura de adultos) (GRAHAM, 1985; DRUMMOND
etal., 1988; MOYA-BORJA et al., 1993; HALL; WALL, 1995).

Broce et al. (1977) desenvolveram uma armadilha mais eficiente do que a
armadilha padrdo para blowflies (standard blowfly trap — STT) e melhor adaptada para o
uso do Swormlure-2, a chamada Wind Oriented Trap (WOT). Em campo, a WOT foi
capaz de capturar mais C. hominivorax do que a STT e menos C. macellaria, além de ser
de menor custo. Coronado e Kowalski (2009) instalaram WOT com diversos tipos de
carne como atrativo em 23 Estados da Venezuela, mas a eficiéncia de captura foi muito
baixa (apenas 38 espécimens de C. hominivorax coletados).

Jones et al. (1976a) desenvolveram um atrativo quimico com 10 componentes
(alcool sec e iso-butilico, acido acético, acido butirico, acido valérico, fenol, p-cresol,
acido benzobico, indol e acetona) que atraia de 5 a 7 vezes mais machos de C. hominivorax
e 87% menos moscas de outras espécies do que figado em decomposicdo, o qual foi a isca
padrdo por mais de 40 anos. Coppedge et al. (1977) adicionaram o dimetil dissulfeto,
criando o Swormlure-2, o que aumentou a atratividade para moscas da bicheira. O raio de
influéncia do Swormlure-2 era maximo até os 150 m (BROCE et al., 1979). Mais tarde, a
acetona foi retirada da mistura ¢ o Swormlure-2 tornou-se componente essencial do
monitoramento e dos sistemas de supressdo populacional do programa de erradicacdo de

C. hominivorax (SNOW et al., 1982).



31

Entretanto, a medida que o programa de erradicagdo avangava no México, a
eficiéncia do Swormlure-2 foi se tornando mais erratica, especialmente nas areas tropicais
umidas, aumentando a necessidade de se melhorar sua formulacdo. Mackley e Brown
(1984) alteraram a propor¢do dos componentes individuais do Swormlure-2, visando
aumentar a evaporacdao dos componentes mais volateis (alcool butilico, dimetil dissulfeto,
acidos acético e butirico), mas mantendo uma evaporagdo suficiente dos menos volateis
(fenol, acido valérico, p-cresol, acido benzdico e indol). A nova mistura, Swormlure-4
(193 mL de dissulfeto de dimetila, 191 mL de alcool sec-butilico, 194 mL de alcool
iso-butilico, 192 mL de acido acético, 63 mL de acido butirico, 64 mL de acido valérico,
52 mL de fenol, 51 mL de p-cresol, 13 g de indol e 12 g de 4cido benzoico), era quase
duas vezes mais volatil do que o Swormlure-2, ¢ verificaram que WOT com Swormlure-4
capturaram 81% mais C. hominivorax selvagem do que a WOT com Swormlure-2, depois
de 7 dias de exposi¢do. Brenner (1985) utilizou armadilhas WOT com Swormlure-4 em
areas umidas do sul do México e verificou que C. hominivorax era mais abundante
quando as armadilhas estavam posicionadas na dire¢do do vento e a 150 m de animais de
sangue quente.

Como componentes das estratégias de supressdo ou erradicacdo, pode-se citar o
Screwworm Adult Suppression System (SWASS), o manejo preventivo do rebanho, o
controle quimico e a Técnica do Inseto Estéril.

Coppedge et al. (1978a) desenvolveram um sistema de isca toxica denominado
Screwworm Adult Suppression System (SWASS). As primeiras unidades de SWASS,
utilizadas na ilha de Curacao, consistiam em cilindros de cartolina (5,1 cm de diametro
por 7,5 cm de altura) que continham internamente 5 g de uma mistura de cola de Elmer
(52%), actcar granulado (32%), sangue em p6 (14%) e diclorvos (2%), além de algodao
odontologico impregnado com 2 mL de Swormlure-2.

De 1954 a 1974, a ilha de Curagao esteve livre da mosca da bicheira, mas, em
dezembro de 1975, foi detectada uma infestagdo. Em julho de 1976, foi iniciada uma
avaliacio do SWASS na ilha. As unidades de SWASS foral liberadas (10-20/km?) por
15 semanas, resultando em 65-85% de supressdo de adultos e declinio da incidéncia de
larvas entre 30-70%, sendo que as unidades mataram aproximadamente 5 fémeas adultas
para cada macho (COPPEDGE et al., 1978b).

A formulacdo seguinte das unidades de SWASS (COPPEDGE et al., 1980)
consistia de pellets de 3,5 g feitos a partir de agucar (30,5%), sangue em p6 (30,5%),
farelo de milho (7,5%), diclorvos (2%) e um preparado de cera (29,5%)
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(82% de Swormlure-2 e 18% de cera). No Texas, os pellets eram distribuidos por avides
na taxa de 1 kg/5,7 km?, provocando reducdes das populacdes nativas de C. hominivorax
de até 84% e de C. macellaria em até 90%.

Com melhorias do manejo sanitario do rebanho, varios tipos de casos de miiases
podem ser completamente eliminados. Utilizando todos os meios de prevengdo contra as
infestagcdes, os produtores podem reduzir os custos com remédios € mao-de-obra, as
perdas no ganho de peso e na qualidade dos couros, além de morte de animais (PARISH,
1942). Os animais devem ser manejados de modo a evitar feridas desnecessarias e
castragdes, marcagdes, descornas e nascimento de bezerros podem ser programados para
as épocas de baixo parasitismo.

No controle quimico, os organofosforados (coumaphos, ronnel, chlorpyrifos,
chlorfenvinfos, trichlorfon, diclorvos) sdo largamente utilizados, além dos endectocidas
de a¢do residual, como avermectinas (doramectina e ivermectina) e, recentemente,

Moxidectin (Cyanamid) (SPRADBERY et al., 1991; MOYA-BORIJA, 2003).

3.6 Técnica do Inseto Estéril (TIE)

Com as crescentes limitagdes quanto a presenca de residuos de agrotéxicos na
carne, leite e no ambiente, além do surgimento de linhagens resistentes de insetos, como
ocorreu com Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae) na Australia (NOLAN;
SCHNITZERLING, 1986; LEVOT, 1995), vem ganhando apoio da sociedade outro
método de controle, a Técnica do Inseto Estéril (TIE).

Em 1933, Cushing e Patton reconheceram que C. hominivorax era um parasita
obrigatério de animais ¢ diferente taxonomicamente de Cochliomyia macellaria. Em
1934, o Agricultural Research Service do United States Department of Agriculture
(USDA-ARS) inaugurou uma estagdo de pesquisa na Geoérgia, para a qual Edward
Knipling acabara sendo designado. Em setembro de 1935, Raymond Bushland foi
contratado pelo ARS do Texas. Em 1936, Melvin e Bushland desenvolveram dieta
artificial e técnicas de colonizagdo da mosca da bicheira. Em 1937, Knipling e Bushland
comecaram a discutir sobre uma teoria autocida para a supressdo de populagdes de
C. hominivorax. Entretanto, toda a pesquisa foi interrompida em 1937 por causa da
Segunda Guerra Mundial. Apos a guerra, em 1947, ressurgiu o interesse pela erradicacao

de C. hominivorax e pelo que se tornaria a Técnica do Inseto Estéril (TIE) (WYSS, 2000).
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Em 1927, Hermann J. Muller descreveu a indug¢ao de mutagdes letais dominantes
no sistema reprodutivo de Drosophila sp. por raios X. Em 1946, Arthur W. Lindquist
chamou a atengao de Knipling para o fato de que Muller havia relatado um meio para
esterilizar insetos. Bushland e Hopkins (1951) conduziram, entdo, as primeiras
irradiacdes de C. hominivorax no X ray Therapy Section of the Brooke Army Hospital e
demonstraram que, quando pupas de 6 dias de idade eram expostas a 50 Gy de raios X, as
moscas adultas que emergiam eram estéreis e podiam competir igualmente contra as
moscas ndo irradiadas.

O primeiro projeto-piloto de campo foi realizado entre 1951 e 1953 na ilha
Sanibel (47 km?), a 4 km da costa da Flérida, utilizando inicialmente moscas marcadas
com *P para um experimento de liberagdo e recaptura. A porcentagem de massas de ovos
radioativas também foi avaliada. As moscas foram produzidas no laboratorio do ARS no
Texas. Os resultados corroboraram os estudos de laboratério e, depois de apenas 8
semanas de liberagdes (aproximadamente 39 machos estéreis/km?/semana), 100% das
massas de ovos coletadas dos animais sentinela eram estéreis. Mesmo assim, a
erradicacdo ndo foi alcangada por causa de reinfestacdes continuas por moscas férteis
vindas de terra firme (BAUMHOVER et al., 1955).

Para provar a viabilidade da TIE de uma vez por todas, um teste de erradicacao foi
iniciado na ilha de Curagao (435 kmz), situada a 6,5 km da costa da Venezuela, em 1954.
As moscas foram produzidas em uma biofabrica da Florida e as pupas irradiadas foram
acondicionadas em sacos de papel, enviadas por avido para Curagao e liberadas duas
vezes por semana. Os machos estéreis comecgaram a ser liberados (aproximadamente 155
machos estéreis/km?/semana) em agosto de 1954 ¢ a erradicagio foi alcancada em apenas
43 semanas (BAUMHOVER et al., 1955).

Segundo a International Plant Protection Convention (FAO, 2005), a TIE ¢ hoje
definida como um “método de controle de pragas usando liberagdes inundativas de
insetos estéreis em area-ampla visando reduzir a fertilidade de uma populagdo selvagem
da mesma espécie”. Ao transferir esperma com mutagdes letais dominantes (induzidas
tradicionalmente por radiacdes ionizantes) para as fémeas selvagens, a geracao seguinte ¢
inviabilizada.

Basicamente, pode-se dizer que a TIE é composta de 3 etapas: producao massal da
espécie-alvo, esterilizacdo dos insetos, e liberacdo no campo. Antes da expansao de
qualquer programa que integre a TIE, sdo indispensaveis pesquisas preliminares

relacionadas a essas etapas, como determinacdo dos tipos de dieta, da dose Otima de
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esterilizagdo (que ndo comprometa a competitividade dos adultos no campo), distribuicao
e densidade da praga no campo, estudos de ecologia, etologia, de compatibilidade sexual
de linhagens, dentre outros (DYCK et al., 2005a).

O programa na Jamaica contra C. hominivorax, por exemplo, experimentou varios
contratempos, muitos dos quais ndo relacionados com a tecnologia da TIE per se (IAEA,
2004a). Comegar a usar uma tecnologia sem a devida preparacdo, adaptacao e dados
precisos da situagdo local pode implicar na perda de eficiéncia do projeto e aumento dos
custos em curto prazo (VREYSEN et al., 2007).

De certa maneira, foram os esfor¢os continuos para melhorar as técnicas de
producao das moscas estéreis através de pesquisas aplicadas que garantiram o sucesso das
campanhas de erradicagdo de C. hominivorax ao longo das décadas.

A pesquisa com dietas ¢ de extrema importincia, uma vez que ¢ afetado o
desempenho dos estdgios imaturos e do adulto (CANGUSSU; ZUCOLOTO, 1997).
Estudos sobre a nutrigdo de C. hominivorax sdo conduzidos desde a década de 1930
(MELVIN; BUSHLAND, 1936; BROWN; GRAHAM; DUDLEY, 1959; SNOW, 1979;
HARRIS et al., 1984, 1985; TAYLOR; MANGAN, 1987; TAYLOR, 1988; TAYLOR
etal., 1991a; CHAUDHURY; ALVAREZ, 1999, CHAUDHURY et al., 2002b).

Encontrar dietas mais baratas para a criagdo massal pode refletir dramaticamente
no custo total do programa. Com relacao a dieta para adultos, a substitui¢cao da carne de
cavalo por ovo spray dried e do mel por melago, gerou uma economia de US$ 100 mil
anuais para a biofabrica do México (CHAUDHURY, 2001; McGRAW, 2001).

Melvin e Bushland (1936) foram um dos primeiros a desenvolver, em condi¢des
de laboratorio, um meio para criagdo de larvas, o qual consistia em 750 mL de leite
bovino, 250 mL de sangue citratado, 0,5 mL de folmaldeido e 500 g de carne bovina.
Melvin e Bushland (1940) aperfeicoaram o meio larval para criagdo de C. hominivorax
sendo composto agora por 1 L de agua, 6 mL de formalina, 1 kg de carne bovina moida e
500 mL de sangue bovino citratado. Graham e Dudley (1959) elaboraram um meio
constituido por 54% de carne bovina moida, 30% de agua, 15% de sangue bovino
citratado e 0,2% de formalina.

Gingrich (1964) realizou estudos com dietas holidicas para larvas de
C. hominivorax. Tiamina, riboflavina, pantotenato de calcio, niacina e colina sdo
necessdrios para o crescimento, e biotina e 4cido folico sdo essenciais para o

desenvolvimento para a fase de adulto. O crescimento também falhou na auséncia de
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arginina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, treonina,
triptofano e valina. Embora ribose, glicose e maltose tenham inibido o crescimento,
glicogénio e amido a 0,5% foram aceitos (mas ndo eram necessarios).

Gingrich et al. (1971) desenvolveram uma dieta liquida, depois modificada por
Brown e Snow (1979), composta de sangue ¢ ovo spray dried, leite em p6, formalina e
agua, além de algoddo ou fibras de acetato para dar sustentagdo as larvas, sendo utilizada
nos programas de erradicagdo de C. hominivorax por mais de 12 anos. Varios autores
também demonstraram que dietas com agentes gelificantes eram mais eficientes e baratas
(HARRIS et al., 1985; TAYLOR; MANGAN, 1987; TAYLOR et al., 1991a).

Chaudhury e Skoda (2007) desenvolveram uma dieta larval a base de fibra de
celulose (60 g de sangue spray dried, 40 de ovo spray dried, 40 g de leite em po, 1 mL de
formalina, 60 g de fibra de celulose e 800 mL de dgua a 39 °C), obtendo larvas e pupas de
alta qualidade (peso acima de 40 mg). Apods ter sido adotada na biofdbrica de Tuxtla
Gutierrez em 2005, essa dieta proporcionou uma economia de US$ 250 mil/ano.

Thomas (1993) realizou uma série de experimentos para avaliar a influéncia da
temperatura, nutricdo e numero de geragdes (tempo apds colonizagdo) sobre a fecundidae
de C. hominivorax. Somente 75-89% das fémeas criadas em dieta larval artificial e
mantidas a 30 °C ficaram gravidas aos 6 dias de idade comparando-se com 100% das
fémeas criadas em hospedeiro. A sincronia de maturacao das fémeas nas gaiolas foi maior
a temperaturas menores que 30 °C. Com relagdo a dieta larval, a fecundidade média das
fémeas criadas em hospedeiros foi de 280 ovos/fémea, enquanto a daquelas provenientes
de dieta artificial foi de 185 ovos/fémea (deve-se ressaltar que as moscas criadas em
hospedeiro nesse experimento eram maiores (capsula cefalica > 3,6 mm) e a fecundidade
de C. hominivorax esta diretamente relacionada com o tamanho da mosca) (PITTI et al.,
2011).

Thomas (1993) também demonstrou que a suplementacdo da dieta de adulto com
carne moida aumentava a fecundidade de moscas sob condi¢des normais de laboratorio
em 14%, mas aumentou em 350% naquelas cuja alimentacdo havia sido interrompida um
dia antes da fase de pré-pupa. O autor ainda sugeriu que a sele¢do para adaptagdo as
condi¢des de laboratdrio deve ser maior quando sdo mantidas temperaturas elevadas.

Para obtencdo das informacdes basicas sobre a esterilizacdo de C. hominivorax, s6
foi depois de 1950 que os bioensaios com radiagdes ionizantes foram iniciados. Bushland
e Hopkins (1951) relataram que pupas 2 dias antes da emergéncia do adulto expostas a

doses de 2.500 e 5.000 R (24,3 e 48,7 Gy) de raios X originavam machos e fémeas
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estéreis, respectivamente, e que os machos estéreis competiam satisfatoriamente contra os
nao-irradiados nas gaiolas de laboratorio. Com o desenvolvimento de fontes gama pela
Atomic Energy Commission dos E.U.A., Bushland ¢ Hopkins (1953) puderam realizar
experimentos comparando raios X e gama, e concluiram que nenhuma dose menor que
5.000 R (48,7 Gy) era capaz de produzir 100% de esterilidade (lotes com machos e
fémeas) e que era melhor esterilizar pupas com mais de cinco dias de idade. Duas décadas
depois, Crystal (1979) re-examinou as doses de esterilizagdo procurando encontrar uma
combinagdo 6tima entre dose e idade do inseto. Quando as pupas eram irradiadas 72 h
antes da emergéncia do adulto, a esterilidade dos machos irradiados com 2 ou mais krad
(20 Gy) era maior que 95%, e a esterilidade das fémeas era 100% na dose de 4 krad
(40 Gy).

Em atmosfera modificada, como com exce¢o de CQO,, as doses variam de 45 a
110 Gy (BAUMHOVER, 1963a; LaCHANCE, 1963). Adultos de C. hominivorax
também podem ser quimioesterilizados, sendo a que a indugdo de esterilidade ocorre com
doses menores para os machos (CRYSTAL, 1966; 1969).

A TIE nao funciona quando as linhagens do inseto estéril e do selvagem sdo
incompativeis sexualmente (DYCK et al.,, 2005a). Visando explorar essa potencial
limitacdo, iniciaram-se diversos estudos buscando verificar o grau de variabilidade inter e
intra-populacional de C. hominivorax de diferentes localizagdes geograficas. Na
Venezuela, populagdes de laboratorio foram estabelecidas (IAEA, 2004b). Pesquisas
preliminares com isozyme loci evindeciaram que C. hominivorax deve formar uma tinica
populacdo panmitica nas Américas (AZEREDO-ESPIN, 1993; KRAFSUR; WHITTEN,
1993; TAYLOR; PETERSON II, 1994; TAYLOR et al, 1996a; LESSINGER;
AZEREDO-ESPIN, 2000). Infante-Malaquias et al. (1999) sugeriram que a América do
Sul pode ser, na verdade, o centro de origem da espécie. Através de marcadores
moleculares como MDNA e microsatélites, foram encontradas pequenas diferencas entre
populagdes no Uruguai e no Brasil (LYRA et al., 2005; IAEA, 2006; TORRES et al.,
2007). Entretanto, ainda existe a necessidade de trabalhos que investiguem os resultados
dos cruzamentos entre essas populacdes em laboratorio e no campo. A incompatibilidade
entre a linhagem estéril e a selvagem de C. hominivorax também ja foi constatada, com os

machos selvagens rejeitando as fémeas estéreis (IAEA, 2006).
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3.7 Programas de area-ampla contra mosca da bicheira

Entre a primavera e verdo de 1957, os fazendeiros sofreram grandes perdas por
causa da bicheira no sudeste dos E.U.A. Naquele mesmo verdo, Bushland e seu grupo de
pesquisa conduziram um projeto-piloto com moscas estéreis em uma area de 5.180 km?
proxima de Bithlo, Flérida. Nesse teste, houve uma reducao de 70% do ntimero de casos
no centro da area de teste (BAUMHOVER et al., 1959). Esses resultados encorajaram a
implementagdo de um programa de erradicagdo no sudeste dos E.U.A. (1957-1959).
A campanha comecou em 1957 e teve sorte por causa do inverno de 1957-1958, o qual
foi um dos mais frios ¢ umidos da historia da Florida. Para aproveitar esse evento, a
producao de moscas estéreis na biofabrica de Bithlo aumentou de 2 milhdes/semana para
14 milhdes/semana. Em 10 de julho de 1958, foi inaugurada outra biofabrica em Sebring,
Florida, a qual, depois de trés meses, passou a produzir mais de 50 milhdes de moscas
estéreis por semana. Os Ultimos dois casos relatados de miiase por C. hominivorax no
sudeste dos E.U.A. ocorreram em 19 de fevereiro de 1959 e 17 de junho de 1959 (WYSS,
2000). Essa campanha custou US$ 10 milhdes (ou metade do valor das perdas que os
produtores sofriam com as epidemias de bicheira) (BAUMHOVER et al., 1966).

Os fazendeiros do sudoeste dos E.U.A. observaram a campanha na regido sudeste
com muito interesse. Entre 1960 e 1962, a Southwest Animal Health Research
Foundation (SWAHRF) lutou para angariar fundos para uma campanha na regido
(1962-1966). Entre fevereiro e junho de 1962, a SWAHRF conseguiu construir uma nova
biofabrica em Mission, Texas (com capacidade de produzir 200 milhdes de moscas
estéreis/semana), sendo que a biofabrica de Kerrville, Texas, ja havia sido expandida pela
Animal Disease Eradication Division do USDA. Os Estados do Texas ¢ Novo México
foram declarados livres de C. hominivorax em 1964. Todo o pais foi declarado livre em
1966 (WYSS, 2000).

Devido continuos outbreaks nos E.U.A. entre 1972 e 1982, e o interesse dos
produtores mexicanos, foi criada em 28 de agosto de 1972 a Comision México-Americana
para la Erradicacion del Gusano Barrenador del Ganado (COMEXA), cujos objetivos
eram contruir e operar uma biofabrica e erradicar C. hominivorax até o istmo de
Tehuantepec (190 km em comparagdo com os 2.400 km de fronteira entre os E.U.A. e o

Meéxico) (KNIPLING, 1955; WYSS, 2000).
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Em 1976, foi inaugurada em Tuxtla Gutierrez, Chiapas, México, a biofabrica com
capacidade de produzir 500 milhdes de moscas estéreis/semana. A campanha no México
continuou utilizando moscas estéreis das biofabricas de Mission e de Tuxtla Gutierrez até
quando a do Texas foi fechada em 1982. O objetivo do COMEXA de erradicar a mosca
da bicheira até o istmo de Tehuantepec foi alcangado em 1984 (WYSS, 2000).

Estudos subsequentes mostraram que era mais viavel manter a barreira biologica
permanente entre o canal do Panamé e a Colombia (onde seriam necessarios 40 milhdes
de insetos estéreis/semana, comparados com os 150 milhdes para Tehuantepec), e, em
1985, o plano para erradicagdo para a América Central foi tragado (WYSS, 2000).

O México foi declarado oficialmente livre de C. hominivorax em 25 de fevereiro
de 1991. Entre 1988 e 1994, foi executada a erradicagdo na Guatemala e Belize. El
Salvador e Honduras foram declarados livres em 1995 e 1996, respectivamente. A
campanha de erradicacdo durou de 1992 a 1998 na Nicaragua, e a Costa Rica estd livre
desde o ano 2000. Somente nos picos de liberacdo nesses paises, foi liberado entre 24 ¢
120 milhdes de moscas estéreis/semana. Para cobrir todo o Panama até 2004, foram
necessarios quase 80 milhdes de moscas estéreis/semana (taxa de 3.000 moscas
estéreis/km?®) (WYSS, 2000).

Até recentemente, a biofabrica de Tuxtla produzia cerca de 100 milhdes de insetos
estéreis/semana (CHAUDHURY; SKODA, 2007) e a Comision Panama-Estados Unidos
para la Erradicacion y Prevencion del Gusano Barredor del Ganado (COPEG) mantém
agora liberagcdes preventivas no istmo de Darién, fronteira com a Colombia (4rea de
300.000 km?, com or¢amento anual em torno de US$ 10 milhdes) .

Também existem esforcos para a erradicagdao na Jamaica e ilhas do Caribe, sendo
que Porto Rico e Aruba estdo livres desde 1976 e 2005, respectivamente. Em 1996, os
beneficios anuais estimados somente para os pecuaristas dos E.U.A., México e América
Central foram, respectivamente, de US$ 796, 292 ¢ 77,9 milhdes. (HENDRICHS, 1998;
WYSS, 2000; IAEA, 2008).

Alguns paises da América do Sul, como Uruguai e Venezuela, ja expressaram
interesse pela TIE (IAEA, 2000). Entretanto, ainda ndo existem estudos completos sobre
a viabilidade economica de um programa de erradica¢do de C. hominivorax para todo o
continente sul-americano, apesar de ter sido estimado que os beneficios alcangados
seriam da ordem de US$ 2,8 bilhdes/ano para o continente (VARGAS—TERAN et al.,
2005; IAEA, 2008).
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3.7.1 Plano emergencial da Australia contra Chrysomya bezziana

Apesar de ja terem ocorrido duas detec¢des de Chrysomya bezziana na Australia,
ela nunca chegou a se estabelecer. Em 1998, varios adultos de C. bezziana foram
capturados em um navio de transporte de gado no porto de Darwin que acabara de
retornar de Brunei (RAJAPAKSA; SPRADBERY, 1989). Este incidente levou a um
monitoramento intensivo de 18 embarques de Darwin para 39 portos do sudeste asiatico
(THOMPSON, 1992). Em 1992, larvas de C. hominivorax foram identificadas em uma
lesdo na nuca de um turista que acabara de voltar de uma viajem ao Brasil e Argentina
(SEARSON et al., 1992). Essas sdo, portanto, as duas maneiras que impdem maior risco
de introdugdo dessas pragas na Australia: comércio de animais vivos e humanos
infestados.

A politica do governo australiano ¢ de erradicar C. bezziana o mais rapido
possivel ap6s uma deteccdo, buscando evitar os impactos ecologicos e econdmicos.
O atual programa de contencdo e controle (AUSVETPLAN) combina as seguintes
estratégias: (a) deteccdo e monitoramento, (b) quarentena e controle imediato da
movimenta¢cdo animal, (¢) campanha de conscientizacdo publica, e (d) tratamento dos
casos de miiase e agdes de erradicagdo da populacdo da praga (ANIMAL HEALTH
AUSTRALIA, 2007).

ApoOs a deteccao, os dois objetivos iniciais seriam delimitar o tamanho do
outbreak e limitar o aumento populacional da praga. Quando a densidade de hospedeiros
¢ baixa, a area monitorada precisa ser estendida até pelo menos 150 km (levando em
conta uma dispersdo de 25 km/semana e até¢ 2 geracdes da praga). O monitoramento ¢é
feito basicamente de 3 formas: (a) armadilhas de adultos, (b) animais sentinela, e
(c) inspecdo dos animais. A exata posicdo das armadilhas depende de consideragdes
geograficas, da densidade de hospedeiros, presenca de cursos d’agua e da vegetacdo
nativa. De modo geral, uma rede de 80 armadilhas para adultos poderia ser distribuida
dentro de um raio de 150 km a partir do foco inicial (30 armadilhas dentro de um raio de
50 km, 30 no raio de 50-100 km, e mais 20 no raio de 100-150 km). As armadilhas
podem ser vistoriadas semanalmente e as moscas capturadas, identificadas em
laboratério. Armadilhas UV sdo geralmente ineficientes quando a densidade da praga ¢
baixa, o que nao ¢ verdade em certas situagdes (como navios, estabulos e outras areas

restritas) (ANIMAL HEALTH AUSTRALIA, 2007).
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Como animais sentinelas, podem-se utilizar basicamente dois tipos: (a) animais
“feridos” naturalmente e (b) sentinelas feridos propositalmente. Quando animais “feridos”
naturalmente (expostos a carrapatos, moscas dos estabulos e dos chifres, e animais recém-
nascidos) ndo estdo disponiveis em quantidade suficiente, deve-se levar em consideracao
o uso de animais com feridas em forma de “x” feitas por profissionais especializados e
apés consentimento das autoridades sanitirias competentes. Uma rede de animais
sentinela deve ser estabelecida ao redor do foco inicial por 4 meses com 90 animais num
raio de 150 km. Os animais estariam mais concentrados no raio de 50 km do foco inicial,
proximos de cursos d’agua e de vegetacdo de mata, sendo vistoriados diariamente.
A terceira técnica de monitoramento ¢ a inspe¢ao regular dos animais nas fazendas, areas
de confinamento, abatedouros, zooldgicos, portos e aeroportos (ANIMAL HEALTH
AUSTRALIA, 2007).

Quarentena e controle da movimentacdo animal impostos na area de
monitoramento (150 km) s3o de fundamental importancia. Isto porque eles podem
diminuir drasticamente a velocidade de dispersao da infestacio (ANIMAL HEALTH
AUSTRALIA, 2007).

Uma campanha de conscientizagdo publica deveria divulgar os sintomas das
miiases e encorajar a dentincia dos casos pelos agentes de sanidade animal, veterinarios,
fazendeiros e donos de animais domésticos. Tal programa de conscientizagdo ¢
imprescindivel para se conseguir a cooperagdo da industria e da comunidade para as
atividades de monitoramento e controle da infestacio (ANIMAL HEALTH
AUSTRALIA, 2007).

Para supressdo do foco de C. bezziana, deve-se langcar mao de uma agdo
preventiva (profilaxia) em larga-escala e do controle quimico. O tratamento profilatico da
miiase consiste em: limpeza da ferida com 4gua morna e anti-séptico, remocao das larvas
(para identificagdo, até 10 larvas podem ser preservadas em alcool 70%, apds ficarem 1
min. em agua fervente), tratamento topico, e aplicacdo de inseticida sistémico de longa
duracdo. Na maioria das vezes, ¢ necessario que o governo declare obrigatoria a
profilaxia. Produtos quimicos de acdo prolongada sdo fundamentais para restringir a
disponibilidade de hospedeiros. Os inseticidas ndo persistentes contra C. bezziana podem
ser organofosforados, piretroides, reguladores de crescimento, lactonas macroliticas,

closantel, e spinosad (ANIMAL HEALTH AUSTRALIA, 2007).
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Como a Australia ndo possui uma biofabrica para producdo de moscas estéreis de
C. bezziana, uma resposta pela TIE seria dificil de ser implementada em menos de 3 anos
ou mais apds a detec¢do inicial, mesmo com as analises bioecondmicas indicando que a
erradicagdo de C. bezziana pela TIE ¢ viavel economicamente. A efetividade de um
programa de TIE contra C. bezziana deve ser monitorada através da viabilidade dos ovos
coletados dos animais sentinelas e da submissdo de amostras de larvas pelas autoridades

sanitarias e o publico (ANIMAL HEALTH AUSTRALIA, 2007).

3.7.2 A campanha de erradicacio na Libia

Para que um programa de manejo integrado de pragas em area-ampla integrando a
TIE tenha sucesso, existem varios pré-requisitos técnicos e gerenciais. Os requisitos
técnicos incluem: disponibilidade de informagdes precisas e atualizadas para o
desenvolvimento de uma estratégia apropriada, compatibilidade e competitividade
adequadas entre a linhagem usada e os insetos selvagens da populagdo-alvo, alta
qualidade dos insetos estéreis liberados e um forte e continuo sistema de monitoramento.
No lado gerencial, pode-se citar comprometimento de todos os produtores, capital
suficiente, uma estrutura gerencial flexivel e independente com funciondrios de dedicacdo
exclusiva, e consisténcia na execu¢ao dos diversos componentes do programa
(VREYSEN et al., 2007). A campanha de erradicagdo de C. hominivorax na Libia foi um
exemplo de sucesso.

A mosca da bicheira, C. hominivorax, foi detectada inicialmente no noroeste da
Libia, em uma area de 100 km ao redor de Tripoli, em 1988. Em agosto de 1990, a
ocorréncia epizodtica chegou a se extender por 26.500 km”. Apesar da urgéncia do
controle, a campanha emergencial s6 foi iniciada depois de uma fase de planejamento
intensivo e detalhado. Segundo o diretor de campo, Don A. Lindquist, a campanha “nao
teria funcionado sem um planejamento longo e muitas vezes frustante, mas necessario”
(FAO, 1992). As principais agéncias envolvidas foram o governo da Libia e a
Organizacao das Nagdes Unidas (FAO/TAEA). O plano de agdo consistiu, basicamente,
em intensivo monitoramento de campo, extensivo treinamento dos profissionais locais e
analise da compatibilidade de linhagens (VREYSEN et al., 2007).

Para implementar a campanha, foi criada a Screwworm Emergency Centre for
North Africa (SECNA). A SECNA foi dada independéncia politica e autoridade especial,
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permitindo rapidez na tomada de decisdes, comunicacao direta e transparéncia entre todos
os envolvidos, além de maior agilidade das operagdes em geral. Dois diretores, um da
FAO e outro da Libia, gerenciaram a SECNA, sendo também diretamente responsaveis
por todas as atividades de campo, manejo dos recursos e da execugdo da estratégia do
programa. O laboratério da FAO/IAEA em Seibersdorf, Austria, ficou responsavel pelos
estudos de compatibilidade sexual, elaboracdo de armadilhas, desenvolvimento dos
atrativos (Swormlures) e equipamentos especiais (VREYSEN et al., 2007).

As atividades de erradicagdo, principalmente a liberagdo de insetos estéreis e
inspecao regular dos animais, foram iniciadas em dezembro de 1990, coincidindo com o
comeco da estacdo fria. O sistema de monitoramento, realizado rotineiramente ¢ sem
interrupcdes, possuiu trés componentes: inspecao animal em estacdoes quarentenarias e
por 94 equipes de campo que inspecionaram 16 e 30 milhdes de animais em 1990 e 1991,
respectivamente; coleta de adultos das dareas infestadas para avaliar o grau de
uniformidade das liberagdes dos insetos estéreis ¢ determinar a razao entre machos férteis
e estéreis; coleta de massas de ovos de animais sentinela para determinacao da razao entre
ovos férteis e estéreis, a qual ¢ o indicador mais direto da eficiéncia da TIE (FAO, 1992).

Inicialmente, as taxas de liberagdo de machos estéreis variaram entre 300 e
500 machos estéreis/km”/semana em uma area de 7.000 km”. No comeco de fevereiro de
1991, a 4rea coberta com insetos estéreis foi expandida para 10.000 km? e, ao final de
fevereiro, toda a area infestada foi incluida (FAO, 1992). Em 3 de maio de 1991, as
liberagdes foram realizadas sobre 40.000 km”> a uma taxa de aproximadamente
500 machos estéreis’km?, continuando até outubro de 1991. Durante toda a campanha,
ndo ocorreu nem uma Unica interrupgdo nas liberagdes semanais € as equipes de campo
viajavam diariamente a toda as areas para inspecionar todos os rebanhos com rotatividade
de pessoal de 15-21 dias (FAO, 1992).

O tltimo caso confirmado de miiase por C. hominivorax foi relatado em 6 de abril

de 1991 (VREYSEN et al., 2007).
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3.7.3 O fracasso da Jamaica

Apesar da complexidade, a maioria dos programas de manejo integrado de pragas
em area-ampla que integraram a TIE obteve sucesso. Entretanto, dentre aqueles que
sofreram sérias complicagdes na fase de execugdo, pode-se citar a tentativa de erradicacio
da mosca da bicheira na Jamaica entre 1999 e 2004.

Segundo Grant et al. (2000), a campanha na Jamaica deveria durar 3 anos.
A organizacdo e planejamento da campanha levariam 6 meses, a liberagdo de moscas
estéreis (quase 20 milhdes/semana) duraria dois anos, € mais outros 6 meses seriam para
verifica¢do do status de area-livre. O custo da campanha seria de US$ 9 milhoes.

A campanha de erradica¢do na Jamaica foi iniciada em 1999 com poucos dados
disponiveis sobre as flutuacdes espacial e sazonal das populagdes nativas, baseando-se na
premissa de “infalibilidade da TIE contra C. hominivorax”. Consequentemente, varios
protocolos e valores como os de densidade de liberacdo de moscas, estabelecidos e
desenvolvidos para os programas de erradicacao na América Central, foram simplesmente
transferidos para a Jamaica (GRANT et al., 2000).

Sob condigdes de criagdo massal ao longo das geracdes, mudangas
comportamentais e genéticas podem ocorrer (BARTLETT, 1984). Mudangas em
C.hominivorax ja foram evidenciadas, como alteragdes quantitativas e qualitativas do
perfil dos hidrocarbonetos e lipidios cuticulares que sdo essenciais para que o macho
reconhega uma fémea para o acasalamento (POMONIS; MACKLEY, 1985;
HAMMACK, 1987; POMONIS, 1989). Em estudos de acasalamento em gaiolas
pequenas com moscas criadas massalmente de C. hominivorax e selvagens de Cuba ¢ da
Jamaica, foi verificada alta preferéncia dos machos selvagens por fémeas selvagens (96-
100%) (GARCIA, 2002).

Para evitar qualquer incompatibilidade entre o inseto estéril e o selvagem,
tradicionalmente os programas de erradicacdo nos E.U.A. e no México contra
C.hominivorax adotaram um rigido controle de qualidade, um processo de renovagdo a
cada dois anos da linhagem e, quase sempre, as linhagens eram desenvolvidas a partir de
material selvagem da area-alvo (MARROQUIN, 1985). Esses procedimentos foram
negligenciados no caso da Jamaica.

Na verdade, os gerentes do programa nao tiveram influéncia na hora da sele¢ao da
linhagem. A decisdo foi tomada unilateralmente pelos provedores dos machos estéreis. As

liberagdes foram feitas inicialmente com uma linhagem da Costa Rica que foi criada
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massalmente por 7 anos e depois com uma do Panama que havia sido criada em
laboratorio por 6 anos. Além disso, a compatibilidade entre as linhagens foi avaliada
apenas em gaiolas pequenas com alta densidade de moscas (VREYSEN et al., 2007).
O desenvolvimento de uma linhagem jamaicana s6 foi levado em consideragdo em 2003.

Com relacdo a importacdo dos insetos, em dois momentos as pupas nao foram
enviadas por causa de greves na biofabrica (DYCK et al., 2005b) e chegou a ocorrer um
envio de pupas nao-irradiadas, o que resultou na liberacdo de milhdes de moscas férteis
por toda a ilha. Para piorar, o provedor dos insetos estéreis sempre permaneceu relutante
em realizar estudos de inducdo de esterilidade e de supressdo em campo, essenciais na
avaliacdo da qualidade dos insetos estéreis liberados.

Os gerentes do programa da Jamaica foram assegurados de que a avaliacdo dos
pardmetros de controle de qualidade na biofabrica e no centro de dispersdo seria
suficiente. Entretanto, a andlise de apenas um dos parametros, o peso pupal médio,
indicou que a qualidade das pupas enviadas caiu significativamente com o tempo
(de 51 mg para 45 mg nos 5 anos) (VREYSEN et al.,, 2007). Em 2003, em 27 das
52 semanas, ocorreram varios outros tipos de contratempos com o recebimento, a
qualidade e a dispersdo dos insetos (DYCK et al., 2005b). Problemas como esses sdo
desastrosos para qualquer campanha em area-ampla.

Na campanha da Jamaica, também nao foram direcionados muitos esfor¢os para a
coleta sistematica dos varios tipos de informa¢des do campo. A avaliacdo do progresso do
programa foi baseada apenas no numero de casos positivos de miiase relatados, um
parametro que sofre mais influéncia da boa vontade dos fazendeiros em verificar as
feridas e enviar as larvas para identificagao do que pelo real efeito da TIE sobre a razao
entre massas de ovos estéreis e férteis (VREYSEN et al., 2007).

Quanto a estrutura gerencial, a campanha ndo contou com funcionarios de
dedicacdo exclusiva nem flexibilidade ou independéncia politica. O Ministério da
Agricultura jamaicano havia tomado o controle do programa e preenchido os cargos com
seus funcionarios da Divisdo de Servigos Veterindrios (muitos sem a necessaria atitude de
“get the job done™), enquanto os técnicos de campo eram temporarios ¢ mal remunerados.
Isso serviu de base para a ineficiéncia da vigilancia epidemioldgica, da coleta de massas
de ovos na ilha e da supressdo das populagdes nativas através do tratamento continuado

de feridas (VREYSEN et al., 2007).
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O programa da Jamaica também sofreu pela falta de planos ou sistemas de
contigéncia. A ilha possuia apenas um centro de dispersdo, o qual podia manejar apenas
dois recebimentos de pupas por semana. Semanalmente, apenas 36 h eram destinadas para
manutengdo e reparos, além do nimero de mecanicos ser insuficiente. Quando o sistema
de refrigeracdo do centro quebrou, as liberacdes foram interrompidas por 6 semanas entre
agosto e setembro de 2003 (VREYSEN et al., 2007).

Com relagdo ao apoio da sociedade, os fazendeiros ndo chegaram a se envolver
completamente com a campanha, muito menos chegaram a apoiar financeiramente. O
atraso na submissao de amostras nas clinicas veterinarias ¢ na analise das informagdes de
campo atrapalhou enormemente o processo de tomada de decisdes entre a geréncia e os
técnicos de campo (VREYSEN et al., 2007).

Em qualquer campanha contra C. hominivorax, as atitudes da sociedade devem ser
levadas em consideragdo. Na Jamaica, consultores internacionais constataram a
prevaléncia do abuso fisico de animais de estimacao e de criagdo em toda a ilha. Segundo
veterindrios particulares da regido, 15-30% dos caes tratados clinicamente sofriam de
miiase por C. hominivorax (GRANT et al., 2000).

Além disso, a campanha de relagdes publicas foi mal financiada, sendo que as
mensagens eram liberadas esporadicamente, chegando inclusive a ser vinculada uma
mensagem enganosa: a de que as moscas estéreis per se iriam eliminar o problema da
bicheira (VREYSEN et al., 2007).

A TIE ndo ¢ uma tecnologia que pode ser transferida diretamente da prateleira. Ela

deve ser adaptada a ecologia e as condi¢des socio-econdmicas de cada situagao.

3.7.4 Projetos contra a mosca da bicheira na América do Sul

Em 2006, a Comisidbn México-Americana para la Erradicacién del Gusano
Barrenador del Ganado (COMEXA) apresentou um projeto regional a Superintendéncia
Federal do Ministério da Agricultura do Rio Grande do Sul (SFA/RS/MAPA), e foi
definida uma 4rea-piloto na fronteira entre Uruguai e Brasil (incluindo os municipios de
Quarai, Barra do Quarai e Santana do Livramento), onde os prejuizos somavam
US$ 150 mil/ano ou US$ 0,51 por animal/ano. A 4rea total delimitada foi de
aproximadamente 4.662 km’, envolvendo uma populagio total de 134.204 ovinos e

126.724 bovinos, e dos 277 estabelecimentos rurais da area, 100% deles ja haviam
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detectado a presenga de miiases nos animais. O projeto foi executado entre janeiro € maio
de 2009, sendo que as moscas estéreis foram importadas da biofabrica de Tuxtla
Gutierrez e liberadas pela Forca Aérea uruguaia, sendo o COMEXA a agéncia executora
¢ o Banco Interamericano de Desenvolvimento (BID) o financiador (US$ 1 milhdo a
fundo perdido foi liberado para o comeco das atividades). Depois de 13 semanas de
liberacao (21,600 milhdo de moscas liberadas por semana, 4 dias/semana, sendo
1.545 moscas estéreis/kmz, 20 armadilhas de adultos na area), foi observado que 21,5%
das massas de ovos coletadas dos animais sentinela eram estéreis (209 massas do total de
1.472 massas coletadas) (PONTES et al.,, 2009). Com os resultados positivos desse
projeto-piloto, programas de supressdo ou erradicagdio no MERCOSUL poderao se
estruturar.

Por causa da auséncia de barreiras naturais para C. hominivorax na América do
Sul, um empreendimento tdo abrangente de supressdo/erradicagdo para o MERCOSUL
exigira coordenagdo internacional, cooperagdo entre os paises vizinhos e 0s organismos
internacionais de saude animal, ¢ um comprometimento politico-financeiro de longo
prazo por parte de todos os agentes (WYSS, 2000; IAEA, 2008). Sera necessario um
complexo bioindustrial que consuma grandes quantidades de materiais diariamente para o
preparo de dietas dos insetos, manutengdo das colonias e produgdo dos milhdes de insetos
estéreis necessarios semanalmente (SILVA et al., 2008b). O Brasil ja conta com dois
centros que podem liderar esta ultima acao.

O Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), instituto especializado de
pesquisa da Universidade de Sao Paulo (USP), possui uma “fabrica piloto”, construida
com recursos do MAPA e com apoio da FAO/IAEA, que serve para dar suporte
estratégico e treinamento aos programas de TIE a serem adotados pelo governo.
Atualmente, sdo criadas 3 espécies de moscas-das-frutas e um agente de controle
biolégico, podendo produzir de 2-3 milhdes de insetos estéreis/semana (WALDER,
2002).

J4 a Biofabrica MOSCAMED Brasil (BMB), inaugurada em 2006 na Bahia, ¢ uma
organizagdo social ligada ao MAPA e visa, no primeiro momento, a supressao
populacional das moscas-das-frutas nos agropolos de todo o Vale do rio Sao Francisco.
Sua capacidade inicial de produg¢dao semanal ¢ de 200 milhdes de machos estéreis de
Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera: Tephritidae) e de 5 milhdes do

parasitoide Diachasmimorpha longicaudata (Ashmead,1905)(Hymenoptera: Braconidae).
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Como sua planta dispde de 7 mddulos de producdo, pelo menos um poderia facilmente
ser convertido para a produgdo de moscas estéreis de C. hominivorax.

Fazer com que o centro de produgdo esteja baseado na propria América do Sul €
estratégico. Isso porque o custo dos insetos estéreis aumenta com a distancia para o local
de liberagdo, além do fato de a qualidade dos insetos poder ser comprometida durante
longas viagens (FAO, 1992; ENKERLIN; QUINLAN, 2004; CALKINS; PARKER,
2005). Em 1996, o custo das moscas estéreis de C. hominivorax para Cuba, fornecidas
pelo México, foi estimado em US$ 1.700,00/milhdo de moscas, e o custo para envio das
mesmas, liberacdo, equipes de campo e aumento das inspegdes foi estabelecido por uma

consultoria da FAO em US$ 38 milhdes (IAEA, 1998a).
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4 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios e o estabelecimento da colonia foram realizados inicialmente no
Laboratorio de Irradiagdo de Alimentos e Radioentomologia do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura (CENA/USP). Em agosto de 2010, a coldnia foi transferida para o
Laboratério de Mosca da Bicheira na Biofabrica MOSCAMED Brasil. J4 os testes de
compatibilidade reprodutiva e competitividade entre as linhagens brasileira e jamaicana
foram conduzidos no Screwworm Research Unit (USDA-ARS), localizado dentro da
biofabrica de moscas estéreis da Comision para la Erradicacion y Prevencion del Gusano
Barrenador del Ganado (COPEG) no Panama. A maioria dos bioensaios foi realizada em
salas climatizadas com temperatura de 33+4°C e 65+10% de umidade relativa do ar, com
fotofase de 12 horas. Para realizagdo dos testes de criagdo, esterilizagcdo, compatibilidade
reprodutiva e competitividade, foram utilizados ovos, larvas, pupas ou adultos

provenientes da colonia-mae.

4.1 Criacao

Para elaboracdo dos protocolos de criagdo, foram realizados bioensaios
relacionados a escolha de substrato para coleta de ovos, determinag¢do do limiar térmico
inferior para o desenvolvimento embrionario, e desenvolvimento de dietas de adulto e

larval.

4.1.1 Substrato para oviposicao

Para o teste de escolha do melhor substrato de oviposi¢do, foram utilizadas
4 gaiolas de 75 x 151 x 90,5 cm, contendo 1 L de pupas cada (= 8.300 moscas). Os
tratamentos foram: carne bovina moida, figado bovino, mistura da carne e figado, ¢ o
substrato padrao de oviposi¢ao utilizado na criagdo (dieta larval podre + codgulo e sangue

bovino citratado - DPS).
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Quando as fémeas estavam entre 7 ¢ 10 dias de idade, os diferentes tratamentos
foram colocados em placas de Petri (10 cm de diametro) e cobertos com papel de filtro,
aquecidos a 35 °C em estufa e inseridos simultaneamente nas gaiolas, ficando expostos
por 3 h. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, havendo
4 repeti¢cdes/tratamento.

As placas ndo foram cobertas com voile, mas com papel de filtro (por oferecer
melhor adesdo e superficie para as moscas ovipositarem, além de facilitar a retirada das
massas de ovos para pesagem e avaliacdo da viabilidade).

A eclosdo de larvas foi avaliada segundo Berkebile e Skoda (2002) (a massa de
ovos foi agitada em solugdo de NaOH a 1,2% por 5Smin., ¢ os ovos, depois de bem
enxaguados e peneirados, foram colocados sobre papel de filtro umedecido em placas de

Petri, as quais foram mantidas em B.O.D. a4 27 °C por 3 dias).

4.1.2 Temperatura base para desenvolvimento embrionario

Foram inoculados 100 ovos sobre papel de filtro umedecido em placas de Petri
(10 cm de didmetro), as quais foram vedadas na lateral com parafilme Magipack”™. O
papel foi umedecido diariamente, de forma a evitar a desidratagdo dos ovos. As placas
ficaram em camaras climatizadas do tipo B.O.D. (12 h de fotofase e 65+2% de UR),
reguladas conforme os tratamentos representados pelas seguintes temperaturas: 15; 19,5;
25 e 35°C.

A avaliagdo foi realizada diariamente por 5 dias. Cada uma das placas foi

considerada uma parcela experimental, havendo 3 repeticdes/tratamento.
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4.1.3 Dieta para adultos

Foram testadas seis diferentes dietas para os adultos, seguindo o delineamento

inteiramente casualisado, sendo elas:

a) Mel (50%) + papel higiénico neutro (50%)

b) Rapadura de cana (100 g)

¢) Ovo spray dried (21 g) + mel (81 g)

d) Ovo spray dried (21 g) + mel (40,5 g) + melago (13,5 g)

e) Hemacias spray dried (21 g) + mel (40,5 g) + melago (13,5 g)

f) Hemacias spray dried (6 g) + ovo spray dried (15 g) + mel (81 g)

As dietas a base de mel ou componentes spray dried foram misturadas a mdo em
Becker de 2 L até formar uma pasta homogénea, a qual foi acondicionada em placa de
Petri (10 cm de diametro) e parcialmente coberta com pedacos de bagago de cana para
evitar que as moscas ficassem presas a dieta. Trés placas foram colocadas em cada gaiola:
uma no 1° dia, outra no 3° dia, e, a Gltima, no 5° dia ap6s a emergéncia dos adultos. Havia
4 gaiolas (gaiolas de madeira, 45 x 45 x 45 cm, com tela mosquiteiro de nylon nas
laterais) para cada tratamento, com 130 mL de pupas/gaiola. O tratamento que seria
apenas a base de carne moida + mel foi descartado por causa do rapido apodrecimento e
contaminacao.

As gaiolas foram mantidas em sala a 33 °C e 60% de UR. Os substratos de
oviposi¢do foram introduzidos quando as fémeas atingiram 5 dias de idade, sendo
praticamente aproveitadas apenas as massas de ovos do 1° ciclo gonotrofico.

Foram avaliados a duracdo do periodo de pré-oviposicdo, o nimero de ovos
colocados, viabilidade dos ovos, mortalidade das moscas adultas (entre o 1° ¢ o 7° dias
apos a emergéncia dos adultos). A viabilidade dos ovos foi feita seguindo a metodologia

de Berkebile e Skoda (2002).
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4.1.4 Dieta larval

No bioensaio com dieta larval, foram testadas 4 dietas seguindo o delineamento
inteiramente casualisado. As dietas foram baseadas em Graham e Dudley (1959), Taylor
et al. (1991a) e Chaudhury e Skoda (2007). Duas das dietas eram liquidas (60 g de
hemacias spray dried, 40 g de ovo spray dried, 40 g de leite em p6 desnatado, 1 g de
acido citrico, 1 g de citrato de s6édio, 1 mL de formaldeido e 800 mL de agua) e foram
testados como bulking agents bagago de cana e fibra de coco. A terceira dieta era a
utilizada como dieta larval de start da colonia (para 1 bandeja de 3 L: 328 g de carne
moida para 350 mL de dieta liquida, a qual era preparada a partir de 21 g de hemadcias
spray dried, 14 g de ovo spray dried, 14 g de leite em p6 desnatado, 350 mg de acido
citrico, 350 mg de citrato de sddio, 0,35 mL de formaldeido e 300 mL de agua), e serviu
como grupo controle contra a dieta de gel (para 1 L: 60 g de hemacias spray dried, 40 g
de ovo spray dried, 40 g de leite em p6 desnatado, 30 g de Ecogel®, 1 mL de formaldeido
e 800 mL de agua).

As dietas foram acondicionadas em potes plasticos (15 x 10 x 5 cm), com tampa
telada com tecido voile para permitir aeracdo e matidas em uma torre aquecida a 30-35°C.
Para o teste com as dietas liquidas, 100 larvas no estadio L, foram retiradas de uma dieta
de start padrao e colocadas em cada parcela experimental. No teste com as dietas a base
de carne e gel, uma massa de 5 mg de ovos (= 110 ovos) foi colocada sobre um pedaco (3
x 3 cm) de papel toalha umedecido sobre a dieta de cada parcela. As dietas liquidas
tiveram que ser adicionadas duas vezes ao dia por 4 dias, enquanto que a freqiiéncia de
adi¢do de dieta para a dieta a base de carne e de gel foi de 25% no 1° dia, 50% no 3° dia e
25% no 4° dia. Segundo Chaudhury e Skoda (2007), se a dieta larval ndo for adicionada
aos poucos, as larvas ndo conseguem completar o desenvolvimento por causa do
apodrecimento, contaminacao e ressecamento.

No 5° dia apos a eclosdo das larvas, os potes foram colocados sobre bandeja com
vermiculita para permitir a pupagdo. Houve 3 repeti¢cdes por tratamento.

Os parametros avaliados foram: peso das larvas de 3° instar, peso de pupas (5° dia
apos a pupacdo), viabilidade larval (definida como: [(n° inicial de larvas - n° de
pupas)x100] = n° inicial de larvas), porcentagem de emergéncia de adultos (de amostras

com 100 pupas), e razdo sexual (n° de fémeas/n® de machos+fémeas).
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4.2 Esterilizacao
Os raios X utilizados foram gerados por um irradiador de baixa energia self-

contained, o RS-2400, o qual foi adquirido pela Biofabrica MOSCAMED Brasil em 2009
da RadSource Technologies da Georgia, E.U.A. (Rad Source Inc., www.radsource.com).

Esta unidade opera com uma energia maxima de 150 keV, uma corrente que varia de
0-45 mA e uma taxa de dose de aproximadamente 10,8 Gy/min. As pupas eram
posicionadas no centro do cilindro de irradiacdo, o qual ficava preso a um suporte
metalico de modo a poder rotacionar ao redor do tubo horizontal no qual eram gerados os
raios X.

Para cada lote de pupas irradiadas, foi realizada a dosimetria seguindo o sistema
dosimétrico Gafchromic® (filmes Gafchromic HD-810; International Specialty Products,
Wayne, NJ 07470, U.S.A.) (IAEA, 2004c).

Com 24 h antes da emergéncia do adulto, as pupas foram irradiadas com as
seguintes doses: 0 (testemunha), 10, 25 e 60 Gy. Apds a irradiagdo, foram separadas
conforme os tratamentos e utilizadas para os experimentos.

Para verificagdo da porcentagem de emergéncia dos adultos e sexagem dos
mesmos, pupas irradiadas foram separadas em lotes de 50 para cada repeti¢do, sendo trés
repeticdes por dose, e colocadas em placas de Petri até a emergéncia. Apos a emergéncia,
foram contados e anotados os nimeros de machos e fémeas.

A fertilidade de machos foi avaliada, para cada tratamento (dose), expondo-se
40 fémeas ndo-irradiadas a 30 machos irradiados durante uma semana em gaiolas de
isopor (10 x 30 x 10 cm) com tela galvanizada tipo mosquiteiro nas laterais. Para
determinar a dose esterilizante para fémeas, 40 fémeas irradiadas foram expostas a
30 machos férteis. O tratamento com machos e fémeas, ambos irradiados, também foi
realizado para cada dose, sendo 30 machos e 40 fémeas em cada parcela. Agua e alimento
(rapadura) foram fornecidos ad libitum. As fémeas ovipositaram em uma mistura de dicta
larval podre e sangue bovino citratato, a qual era acondicionada em placa de Petri e
coberta parcialmente com pedacos de papel de filtro. As placas foram colocadas a partir
do 7° dia de idade das moscas ¢ foram expostas por 4 h. Houve até duas coletas de

ovos/repeticao, sendo 3 repeticdes/dose.
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Apo6s serem coletados, os ovos foram colocados em papel de filtro umedecido
(BERKEBILE; SKODA, 2002) para contagem ¢ observagdo da viabilidade depois de
72 h em B.O.D. (33 °C nas primeiras 24 h, e 25 °C no restante do tempo).

4.3 Testes de compatibilidade reprodutiva e competitividade entre linhagens

Os testes de compatibilidade reprodutiva e competitividade entre as linhagens
brasileira (BRA) e jamaicana (JAM) foram conduzidos no Screwworm Research Unit
(USDA-ARS), localizado na biofabrica de moscas estéreis da Comision para la
Erradicacion y Prevencion del Gusano Barrenador del Ganado (COPEG). As moscas
utilizadas para os cruzamentos foram padronizadas por tamanho, sendo utilizadas sempre
as maiores (provenientes de pupas de peso > 50 mg, e adultos com cépsula cefalica
> 3 mm). A densidade de moscas nas gaiolas foi sempre mantida abaixo de

0,17 moscas/cm’.

4.3.1 Compatibilidade entre machos jamaicanos e fémeas brasileiras

Foram realizados cruzamentos visando examinar a compatibilidade sexual entre
machos (estéreis e férteis) da linhagem Jamaica-06 e fémeas brasileiras:
a) JAM (& estéril) x JAM (Q fértil)
b) JAM (& estéril) x BRA (§ fértil)
c) JAM (& fértil) x BRA (Q fértil)
d) JAM (& fértil) x JAM (Q fértil)

Machos estéreis foram provenientes de pupas (48 h antes da emergéncia dos
adultos) irradiadas a 65 Gy em irradiador de ®Co. Machos e fémeas dos tratamentos
foram separados no dia da emergéncia e mantidos assim até atingirem 4 dias de idade.
Para cada cruzamento, 20 fémeas foram expostas a 5 machos por 36 h em gaiolas teladas
de aluminio (30 x 14 x 13 cm). Agua (potes com agua e algoddo odontolégico) e alimento
(ovo spray dried + mel (1:4) em placas cobertas com casca de arroz) foram oferecidos
ad libitum. Depois das 36 h, todas as fémeas foram anestesiadas com frio ¢ suas
espermatecas removidas, esmagadas e examinadas microscopicamente em solugdo salina
(1% NaCl) para determinar a porcentagem de fémeas inseminadas. Houve trés

repeticoes/tratamento e o delineamento foi o inteiramente casualizado.
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4.3.2 Teste de competitividade de machos

Neste bioensaio, foi avaliada a competitividade de machos estéreis e férteis de
ambas as linhagens por fémeas férteis brasileiras:
a) BRA (& fértil) x BRA (Q)
b) BRA (Jestéril) x BRA (%)
¢) JAM (& fértil) x BRA (9)
d) JAM (& estéril) x BRA (Q)
¢) BRA (& fértil) + BRA (& estéril) x BRA (9)
) JAM (& fértil) + JAM (& estéril) x BRA (Q)
g) BRA (& estéril) + JAM (& fértil) x BRA (Q)
h) BRA (& fértil) + JAM (& estéril) x BRA (Q)
i) BRA (& fértil) + JAM (& fértil) x BRA (9)
j) BRA (& fértil) + JAM (& estéril) (1:9) x BRA (9)
1) BRA (& estéril) + JAM (& fértil) (9:1) x BRA (Q)

Machos estéreis foram provenientes de pupas (48 h antes da emergéncia dos
adultos) irradiadas a 65 Gy em irradiador de ®°Co. Machos e fémeas foram separados
imediatamente apds a emergéncia e mantidos separados até completarem 4 dias de idade.
Nos cruzamentos de “a” a “d”, 15 fémeas férteis foram expostas a 5 machos. Para os
cruzamentos de “e” a “i”, foram utilizados 5 machos de cada tipo e 30 fémeas. Para os
dois ultimos tratamentos, 30 fémeas férteis foram expostas a 1 macho fértil e 9 machos
estéreis. Foram utilizadas gaiolas teladas de aluminio (24 x 28 x 18 cm), sendo agua e
alimento (ovo spray dried + mel (1:4) em placas cobertas com casca de arroz) oferecidos
ad libitum. Depois de 7 dias de idade, as moscas foram estimuladas a ovipositar
inserindo-se uma placa contendo uma mistura de carne moida e descarte de dieta larval e
deixando-se as gaiolas em sala escura (37 °C, 80% de UR) por 2 h. Durante esse periodo,
as placas com dieta de adulto foram cobertas para evitar que as fémeas se alimentassem
ao invés de ovipositar. Depois de coletadas, as massas de ovos foram tratadas segundo
Berkebile e Skoda (2002) (amostras de 100-200 ovos sobre papel de filtro escuro
umedecido para avaliacdo da eclosdo de larvas depois de 16 h a 37 °C e 90% de UR).

Houve trés repeti¢cdes/tratamento e o delineamento foi o inteiramente casualizado.
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O indice de competitividade relativa foi estimado de acordo com Fried (1971):

_ N.(Ha)+ 5.(Hs)
a) N+5 -; onde E= viabilidade de ovos (%), N= n° de machos férteis,

S = n° de machos estéreis, Ha = viabilidade de ovos (%) de cruzamento entre machos e
fémeas férteis, e Hs = viabilidade de ovos (%) de cruzamento entre machos estéreis e

fémeas férteis.

Ha— L
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b) R E — Hs-; onde S/N = razdo entre o nimero de insetos estéreis (S) e

ferteis (N), Ha = viabilidade de ovos (%) de cruzamento entre machos e fémeas férteis,
Hs = viabilidade de ovos (%) de cruzamento entre machos estéreis e fémeas férteis, e

E= viabilidade de ovos (%) observada no cruzamento.
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c) FIN (aotua) -; onde ¢ = indice de competitividade relativa do macho estéril e

S/N = razdo entre o nimero de insetos estéreis (S) e férteis (N).

4.3.3 Teste de preferéncia de acasalamento

Para estudar a preferéncia de machos estéreis da linhagem Jamaica-06 e machos
férteis da linhagem brasileira por fémeas férteis ou estéreis, foram realizados dois
conjuntos de cruzamentos:

a) JAM (& estéril) x BRA (9 fértil) + JAM (Q estéril)

b) JAM (& estéril) x JAM (9 estéril) + JAM (Q fértil)

¢) BRA (& fértil) x BRA (Q fértil) + JAM (S estéril)

d) BRA (& fértil) x JAM (Q estéril) + JAM (Q fértil)

As moscas estéreis foram provenientes de pupas com 5 dias de idade irradiadas a
65 Gy em irradiador de %Co. Machos e fémeas dos tratamentos foram separados no dia
da emergéncia e mantidos assim até atingirem 4 dias de idade. Em cada cruzamento,
10 fémeas de cada tipo foram expostas a 5 machos por 36 h em gaiolas teladas de

aluminio (30 x 14 x 13 cm) (razdo macho: fémea de 1:4). Para distinguir as fémeas,
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as moscas foram marcadas individualmente aplicando-se uma pequena gota de tinta
soltivel sobre a superficie dorsal do torax. Agua e alimento (ovo spray dried + mel (1:4)
em placas cobertas com casca de arroz) foram oferecidos ad libitum. Depois das 36 h,
todas as fémeas foram anestesiadas com frio e suas espermatecas removidas, esmagadas e
examinadas microscopicamente em solucdo salina (1% NaCl) para determinar a

quantidade de fémeas inseminadas e o indice de preferéncia de acasalamento (nimero de

o

fémeas estéreis inseminadas =+ n° total de fémeas inseminadas). Houve trés

repeticdes/tratamento e o delineamento foi o inteiramente casualizado.

4.3.4 Avaliacao da compatibilidade genética pds-zigotica

Foram realizados dois conjuntos de cruzamentos visando examinar a
compatibilidade genética pos-zigdtica entre a linhagem produzida massalmente no
Panama (Jamaica-06 strain) (JAM) e uma brasileira (BRA), a qual foi originalmente
coletada no Estado de Goias e criada até 25 geragdes sob condigdes de laboratorio.

No primeiro conjunto (cruzamentos parentais), foram comparados cruzamentos
intraespecificos e entre as linhagens:

a) JAM (9) x JAM (&)
b) BRA (?) x BRA (&)
c) BRA (2) x JAM (&)
d) JAM (2) x BRA (&)

No segundo conjunto (cruzamentos F,), foram avaliados quatro retrocruzamentos
entre hibridos do 1° conjunto de cruzamentos e a linhagem brasileira:
a) BRA (9) x BRA (&) (testemunha)
b) (BRA x JAM) (?) x BRA (&)
¢) (JAM x BRA) () x BRA (&)
d) BRA (?)x (BRA x JAM) (&)
e) BRA (?)x JAM x BRA) (&)
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Para os cruzamentos, foram colocados 80 casais em gaiolas teladas de aluminio
(24 x 28 x 18 cm). Agua e alimento (ovo spray dried + mel (1:4) em placas cobertas com
casca de arroz) foram oferecidos ad libitum. As moscas foram estimuladas a ovipositar
quando as fémeas atingiram 7 dias de idade, inserindo-se uma placa por gaiola contendo
uma mistura de carne moida e descarte de dieta larval e deixando as gaiolas em sala
escura (37 °C, 80% de UR) por aproximadamente 2 h. Durante esse periodo, as placas
com dieta de adulto foram cobertas para evitar que as fémeas se alimentassem ao invés de
ovipositar. Depois de coletadas, as massas de ovos foram tratadas segundo Berkebile e
Skoda (2002) (amostras de 100-200 ovos sobre papel de filtro escuro umedecido para
avaliagdo da eclosdo de larvas). Para avaliagdo da viabilidade larval, 100 mg de ovos
foram colocados por 1,5 L de dieta larval a base de celulose (CHAUDHURY; SKODA,
2007).

Foram feitas trés repeti¢des/tratamento e o delineamento foi o inteiramente
casualizado. Os parametros avaliados foram: viabilidade de ovos (%), viabilidade larval
(mesma equagao do item 4.1.4), emergéncia de adultos (mesmo modo de amostragem do

item 4.1.4) e razdo sexual (mesma equacao do item 4.1.4).

4.4 Analises Estatisticas

A determinacdo da temperatura base e da constante térmica foi feita através do
método da hipérbole (HADDAD; PARRA, 1984). As médias de duragdo do periodo
embrionario e viabilidade de ovos foram comparadas pelo teste de Tukey (a=0,05).

Para os parametros quantidade de ovos coletados (mg) e viabilidade de ovos (%)
dos testes de substrato para oviposi¢do e dietas de adulto, foi aplicado o teste F a analise
de variancia (P < 0,05), e, quando detectada diferenca significativa, o teste de Tukey
(0=0,05) foi utilizado para comparar as médias. No teste de dieta larval, as médias dos
parametros de controle de qualidade (peso das larvas, viabilidade larval, peso de pupas,
porcentagem de emergéncia de adultos e razao sexual) foram comparadas pelo teste-t de
Student (a = 0,05). As analises foram efetuadas através do programa estatistico SAS 9.1
(SAS Institute, 2003).

Para a andlise estatistica dos dados relacionados a esterilidade induzida pelas

doses de radiacdo, foi realizada regressdo probitica seguindo Sokal e Rohlf (1981). Para
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verificar a adequacao dos dados as pressuposi¢cdes do modelo, foi observado o ajuste do
modelo matematico utilizado (coeficiente de determinagdo). Para avaliar os dados de
emergécia de adultos e razdo sexual das pupas irradiadas com diferentes doses de raios X,
a andlise de varidncia com aplicacdo do teste F indicou se uma regressdo linear
significativa se adequava ou nao aos dados (SAS Institute, 2003).

No bioensaio de compatibilidade entre machos jamaicanos e fémeas brasileiras, as
médias de quantidade de fémeas acasaladas (%) e de numero de fémeas inseminadas por
cada macho foram comparadas pelo teste de Tukey (a=0,05). No teste de
competitividade de machos, as médias dos indices de competitividade relativa foram

€699 6(199

comparadas pelo teste de Tukey (a= 0,05), exceto para os cruzamentos “j” e “1”, cujas
médias foram comparadas pelo teste-t de Student (o= 0,05). No teste de preferéncia de
acasalamento, as médias dos indices de preferéncia de acasalamento dos dois conjuntos
de cruzamentos foram comparadas pelo teste-t de Student (0= 0,05). As médias dos
parametros utilizados na avaliacdo da compatibilidade genética pos-zigotica (viabilidade
de ovos, viabilidade larval, emergéncia de adultos e razdo sexual) foram comparadas pelo

teste de Tukey (a=0,01). As andlises dos resultados dos testes de compatibilidade

reprodutiva e competitividade entre linhagens foram realizadas através do programa

estatistico SAS 9.1 (SAS Institute, 2003).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estabelecimento da Colonia

A coldnia de C. hominivorax foi estabelecida com sucesso. A geragdo parental foi
composta de pupas (= 30 mL de pupas) provenientes do Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética da Universidade Estadual de Campinas (CBMEG/UNICAMP),
sendo uma linhagem originaria de Goiés.

Inicialmente, as moscas foram mantidas em gaiolas 30 x 30 x 30 cm, alimentadas
apenas com a mistura de mel + papel higi€nico e ovipositaram em carne moida. A partir
da geracao Fs, os adultos passaram a ser mantidos em gaiolas de madeira (25 x 47 x
56 cm), depois em gaiolas de acrilico com cantoneiras de aluminio (75 x 151 x 30,5 cm)
(Figura 1) e, apds a F7, em uma gaiola ainda maior (75 x 151 x 91,5 cm) a qual pode
acondicionar até 1,3 L de pupas (= 10.790 moscas, densidade= 0,17 moscas/cm?) (Figura

2).

Figura 1 - Evolucdo das gaiolas da colonia-mae
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Figura 2 - Gaiolas para a colonia de Cochliomyia hominivorax: a) gaiola do CENA/USP
(75 x 151 x 91,5 cm) de acrilico com cantoneiras de aluminio e telas
galvanizadas tipo mosquiteiro nas laterais, contendo 1,3 L de pupas
(= 10.790 moscas); b) gaiola da Biofabrica MOSCAMED (77 x 154 x 74 cm)
com cantoneiras de aluminio e telas galvanizadas tipo mosquiteiro nas laterais,
contendo 1,18 L de pupas (= 9.960 moscas, 0,17 moscas/cm”)

Com a transferéncia da criacdo para a Biofabrica MOSCAMED Brazil, na geragado
F,, passaram a ser usadas uma gaiola de cantoneiras de aluminio e telas galvanizadas
tipo mosquiteiro nas laterais (77 x 154 x 74 c¢cm) (Figura 2) e uma menor de madeira
(60 x 60 x 60 cm) com tela de nylon tipo mosquiteiro nas laterais.

Da F, a F», como dieta para os adultos foram fornecidos, ao mesmo tempo, a
mistura de mel + papel higiénico (1 rolo folha simples neutro de 30 m x 10 cm para
1,5 L de mel), blocos da dieta de Gainesville (1,58 g de agar, 0,05 g de acido ascorbico,
0,005 g de benzoato de sédio, 100 mL de mel e 100 mL de 4gua) e uma mistura em po6 de
hemécias spray dried (AP301® - American Protein Corp., Ames, IA), ovo spray dried
(Sohovos - AB Brasil Ind. ¢ Com. de Alimentos, Ltda), levedura Bionis” (Biorigin Yeast
Extracts), leite em p6 desnatado e actcar (1:1:2:1:3). A partir da F3, foi fornecida como
dieta de adulto, uma mistura de ovo spray dried (22,4%) e mel (77,6%), além de pedagos
de rapadura de cana (Figura 3) (cerca de 310 g da mistura e 300 g de rapadura eram
suficientes para uma gaiola com 1,2 L de pupas para 15 dias). Agua era fornecida em
calhas ou potes com algoddo umedecido com uma solu¢cdo 1% de benzoato de sddio

(0,03%).



Figura 3 - Dietas de adulto: a) dieta de adulto em p6 no fundo da calha e blocos da dieta
de Gainesville nas laterais, quando a coldnia foi estabelecida no CENA/USP;
b) dieta de adulto utilizada na Biofdbrica MOSCAMED a base de uma mistura
de ovo spray dried + mel ¢ pedagos de rapadura

O aumento da temperatura entre 20 e 40°C estimula a atividade das moscas com
aumento acentuado do metabolismo e do consumo de dieta. Entre 28-30°C, o stress € a
falta de dieta podem ser fatores limitantes que podem induzir redugdo da habilidade de
voo (CHIRICO et al., 1994). Depois do 10° dia, era comum encontrar muitas moscas com
asas quebradas e passando a maior parte do tempo no piso da gaiola. Davis e Camino
(1968) revestiram suas gaiolas de campo com gaze para diminuir o nimero de moscas
que quebravam as asas antes do periodo de acasalamento.

Como substrato de oviposicao, foi utilizada uma mistura de resto de dieta larval,
coagulo e sangue bovino citratado. Essa mistura era colocada em tampa plastica ou placa
de Petri, coberta com recortes de papel de filtro e aquecida até 35 °C em estufa, depois era
oferecida as moscas. Depois de 3-4 h de exposicdo, esse substrato de oviposi¢do era
retirado do interior da gaiola e os ovos eram entdo coletados. Para que as moscas
ovipositassem adequadamente, a temperatura da sala devia estar maior ou igual a 26°C e a
umidade relativa do ar maior ou igual a 50%. O sangue bovino era coletado no
abatedouro municipal e para evitar a coagulacdo e preserva-lo, 10 g de citrato de sodio,
10 g de 4cido citrico e 5 g de dextrose eram adicionados para cada 2 L de sangue.

Depois de coletados, os ovos eram colocados em potes plasticos (12 x 6 x 17 cm)
contendo carne moida e dieta larval liquida (usada em substitui¢do ao sangue citratado in
natura) e eram mantidos por 48 h a 35°C na B.O.D. (Figura 4). Como os ovos nao podiam

entrar em contato direto com a dieta liquida, era feito um montinho de bagago de cana
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sobre a dieta. Segundo Taylor (1988), ha trés tipos de sistema de inoculagdo na criagdo de
C. hominivorax: direto na carne, direto na dieta larval (sem carne), ou incubagdo em carne

(sobre ou inserido na dieta larval).

2
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Figura 4 - Detalhes das massas de ovos de C. hominivorax: a) Massas de ovos no papel de
filtro e no pano que ¢ colocado na base da placa com o substrato de oviposi¢ao;
b) Potes com dieta larval de start e os ovos mantidos a 35°C por 48 h

Apoés as 48 h, as larvas atingiam o estadio L, e eram transferidas para bandejas
plasticas de 3 L com a tampa perfurada mas fechada por tecido voile para permitir
aeragdo (Figura 5). Por bandeja, eram colocadas aproximadamente 328 g de carne moida
e 350 mL de dieta liquida e o fundo da bandeja era preenchido com bagaco de cana.
Dependendo da densidade larval, uma bandeja podia chegar a produzir 114,3 mL de
pupas (= 950 pupas). A composicdo da dieta liquida (para 1 L) era 60 g de hemacias
spray dried, 40 g de ovo spray dried, 40 g de leite em po, 1 g de acido citrico, 1 g de

citrato de sédio, 1 mL de formaldeido e 800 mL de 4gua.

Figura 5 - Produgdo de larvas de C. hominivorax: a) Bandeja plastica (3 L) com dieta
larval; b) Larvas no estadio L3 sobre a dieta larval
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A partir da geragdo Fy, as larvas no estddio L, passaram a ser alimentadas com
uma dieta de gel (para 1 L: 60 g de hemacias spray dried, 40 g de ovo spray dried,
40 g de leite em p6 desnatado, 30 g de Ecogel®, 1 mL de formaldeido e 800 mL de 4gua)
(Figura 6). Essa dieta era mais barata e permitia um desenvolvimento larval igual ou

mesmo superior ao da dieta a base de carne.

Figura 6 - Bandeja plastica (3 L) com dieta larval de gel para larvas no estadio L,

Estando a temperatura entre 26 e 35°C, o periodo larval era de 4 dias e o de pupa
durava de 7 a 9 dias. Valores similares foram descritos por Baumhover et al. (1966).
Segundo Taylor et al. (1991a), a criagdo massal na biofabrica do COMEXA possuia 3
tipos de salas: a sala de iniciagdo (39 °C, 75% de UR), a de criacdo (35 °C, 70% de UR) e
a de pupacdo (30 °C, 60% de UR).

Depois dos 4 dias na dieta larval, as larvas junto com os restos da dieta eram
transferidos manualmente das bandejas plasticas para bandejas de isopor (22 x 4 x
12 cm). Estas, por sua vez, eram colocadas sobre tripés de madeira em caixas plasticas
com vermiculita esterilizada. Os tripés deixavam um espago livre de aproximadamente
1,5 cm entre a bandeja de isopor € a caixa para evitar que as larvas fossem esmagadas ou
virassem pupas deformadas. As larvas rastejavam, caiam na vermiculita, e, depois de
3 dias, a vermiculita podia ser peneirada e o volume de pupas em proveta de 500 mL
determinado (Figura 7). O peso pupal era determinado quando as pupas atingiam 5 dias

de idade (CHAUDHURY; SKODA, 2007).
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Figura 7 - Detalhes das pupas de C. hominivorax: a) Larvas no estadio L3 saindo da dieta
para pupar na vermiculita; b) Caixas com larvas empupando (26-35°C,
40-80% de U.R.); c¢) Pupas depois de peneiradas; d) Pupas sendo medidas
volumetricamente

Quando havia necessidade de atrasar a emergéncia dos adultos, as pupas podiam
ser mantidas por até 20 dias a 15°C e umidade relativa > 40% na B.O.D. sem prejuizo da
qualidade (maximo de decréscimo na emergéncia registrado foi de 10%). Baixas
temperaturas (< 10°C) nos primeiros 15 min. em que as moscas estdo emergindo devem
ser evitadas, pois o processo de distensdo das asas pode ser prejudicado (BAUMHOVER
et al., 1966) as vezes de modo irreversivel. Para determinag¢ao da emergéncia de adultos e
da razdo sexual, 100 pupas de 6 dias de idade eram separadas e colocadas em placas de
Petri para posterior contagem.

Entre as geracdes F; e F;, os valores de viabilidade de ovos se mostraram
erraticos, variando entre 25 e 80%. Isso pode ter sido devido tanto ao processo de
domesticagdo da mosca quanto a metodologia empregada. A partir da Fg, foi adotada uma
metodologia semelhante a proposta por Berkebile e Skoda (2002). A massa de ovos era
imersa em uma solug¢do de hidréxido de sodio a 1,2% por, no maximo, 10 minutos e
agitada constantemente para desprender os ovos. Em seguida, os ovos eram peneirados
em uma tela de voile preto, colocados sobre papel de filtro umedecido em placas de Petri
e mantidos a 27°C. A contagem dos ovos nao-eclodidos e semi-eclodidos era realizada

depois de 3 dias. A viabilidade média de ovos na Fs e Fo foi, respectivamente,
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82,9+2,5% e 74,4+5,1%, semelhantes aos valores obtidos na biofabrica de Tuxtla
Gutierrez (México) e no USDA-ARS (CHAUDHURY et al, 2000; BERKEBILE;
SKODA, 2002). Entre as geragdes Fjo e Fy, a viabilidade média foi de 89,9+1,8%.

Os dados relativos a produg¢dao de pupas, emergéncia de adultos e razdo sexual
estdo apresentados nos graficos das Figuras 8 e 9. J4 na geragdo Fs, foi alcancada a
produgdo de 1,1 L de pupas e na Fo, de 2,6 L. Entre as geragdes F; e a Fys, foi produzido
um volume total de 30,98 L de pupas (= 257.199 pupas).
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Figura 8 - Producao de pupas ao longo das geracdes (linha de tendéncia em verde)

A queda em F; foi devida, na verdade, a menor densidade larval usada, o que
levou a producdo de pupas de elevado peso (entre 50 e 60 mg aproximadamente) e
moscas de alta qualidade. Em contrapartida, houve sobra de dieta e aumento do descarte
de dieta. A média do peso das pupas nas geracdes foi de 47,1+1,7 mg, o que era um
reflexo da boa qualidade das pupas segundo Vreysen et al. (2007). O menor ¢ maior
valores observados na criagdo foram de 30,5 mg e 59,1 mg respectivamente. J& a queda

em Fy4 foi resultado da ma qualidade da carne utilizada na dieta larval.

Ntmero de Pupas



66

120 1 r 0,8
0’7
100 -
-
é 0,6
w
S 8o 1 _
E OaO E
3 Z
T %
< 60 1 - 04 2
= |
=3 =l
Z 0,3 &
® 40 A
L
2 - 0,2
5]
20 1
- 0,1
o o

F1r F2 F3 F4 F5 Fe Fy; F8 Fog Fio Fuu Fi2 Fi3 Fi4 Fi5 Fi16 F17
Geracao

mm Emergéncia de adultos —8—razao sexual

Figura 9 - Emergéncia de adultos e razio sexual (2/2+73) ao longo das geragdes

A emergéncia de adultos manteve-se elevada desde a F; (96,5%) e foi variando
entre 70 e 100%. A razio sexual (n° de fémeas/n® de machos + fémeas) oscilou entre
0,4 ¢ 0,6, mas houve um pico (0,7) na Fs, provavelmente devido ao fato de terem
sido pegas pupas provenientes de larvas que puparam primeiro (predominancia de
fémeas), fato também observado por Baumhover et al. (1966).

A partir da geragdo Fg, a produgdo de pupas foi mantida entre 1,5 ¢ 2,5 L,
pois esta quantidade era suficiente para manter a coldnia e realizar os experimentos
da tese. Com a gaiola de 77 x 154 x 74 cm (= 1,18 L pupas/gaiola), com duas ou

trés coletas de ovos ja era possivel alcangar essa quantidade de pupas.

5.2 Bioensaios de Criacao

Como a estabiliza¢do de colonias de insetos leva, de modo geral, de 5 a 7 geracdes
(BOLLER; CHAMBERS, 1977; BARTLETT, 1984; PARRA, 2001), os bioensaios
destinados a elaboracdo de um protocolo de criagdo massal s6 foram iniciados a partir da

geragao Fs.
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5.2.1 Substrato para oviposicao

Os resultados de quantidade de ovos depositada (mg) e de porcentagem de eclosao

de larvas estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantidade de ovos depositada (média £ erro padrao) e eclosao de larvas em
diferentes substratos de oviposi¢ao

Tratamento Quantidade de Ovos (mg) Eclosao de Larvas (%)
Carne bovina moida 75,5 £46,4%b 68,5+75a°
Figado 0b -
Carne + Figado 75+£65D 269+1,7Db
Dieta larval podre + Sangue 2.605,8 £1091,2 a 78,733 a
C.V. (%) 14,1 2.4

"Médias originais nesta tabela. Os dados de quantidade de ovos depositada foram transformados por
“logyo(x+k)”, e os de porcentagem de eclosio de larvas por “(x+k)™” antes das analises.
"Médias na mesma coluna seguidas da mesma letra ndio diferem significativamente entre si (P> 0,05).

A DPS diferiu significativamente dos outros tratamentos quanto a quantidade de
ovos (2.605,8 mg de ovos = 57.328 ovos) e foi o que obteve maior eclosdo de larvas
(78,7%). Na verdade, somando as repeticdes da DPS, a quantidade de ovos chegou a
10,4 g (= 230.000 ovos).

Depois de 5 min. de colocadas na gaiola, as placas ficaram completamente
cobertas pelas moscas. Mas, decorridos 15-20 min., as moscas claramente demonstravam
preferéncia pela DPS, abandonando as outras.

Apesar do forte cheiro exalado, as moscas ndao ovipositaram no figado e muito
pouco na sua mistura com carne moida. As massas de ovos colocadas nessa mistura
apresentaram baixa viabilidade. Isto pode ser um indicativo de que as moscas talvez
consigam discriminar a qualidade do substrato e se devem colocar mais ovos férteis ou
nao.

A oviposicdo também pode variar com a linhagem. O aumento da taxa de
oviposi¢do (maior fecundidade, menor periodo de pré-oviposi¢ao, menor relutancia em
ovipositar) relatado para linhagens adaptadas hd mais tempo as condi¢des de laboratdrio
(SPATES; HIGHTOWER, 1970; HIGHTOWER et al., 1972b; FLETCHER et al., 1973;
DEVANEY; GARCIA, 1975) pode indicar selecdo de genes melhor adaptados para as
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condi¢des de criacdo em laboratério (LaCHANCE, 1979), diminui¢do do limiar de
resposta ao estimulo de oviposi¢ao, ou ambos (THOMAS, 1993).

Segundo Baumhover et al. (1966), as gaiolas de produgdo na Florida eram
mantidas em sala escura antes da oviposi¢do. O dispositivo de oviposi¢do consistia em
uma bandeja (170 x 31 x 4 cm) contendo uma mistura de carne e atrativo (sucos de carne
ou albumina de sangue), sendo aquecida a 35 °C por cabo aquecedor termostato. Uma
grade de madeira era colocada sobre a bandeja para servir de local para as oviposicdes,
assim como lampadas incandescentes para aumentar a atragdo das moscas. Depois de 4 h,
as gaiolas eram transferidas para uma sala a 0 °C para permitir a retirada do dispositivo.

Segundo Thomas (1993), as moscas em criagdo massal eram estimuladas a
ovipositar em substrato artificial feito de carne moida umedecida com descarte de dieta
larval em salas escuras a 40 °C. Em sala escura ou com maior escotofase, o dano fisico e
morte prematura das fémeas por machos agressivos sao reduzidos (Berkebile et al., 2006).

Berkebile et al. (2006) utilizaram como substrato de oviposi¢do uma mistura feita

a partir de 10 g de carne moida fresca e 100 mL de sangue em putrefacao.

5.2.2 Temperatura base para desenvolvimento embrionario

Um dos fatores que afeta significativamente a viabilidade de ovos ¢ a temperatura
ambiente, sendo que dois pardmetros sdo mais comumente empregados para avaliar o seu
efeito: a temperatura base (Tb) ¢ a temperatura 6tima (To). A primeira se refere a uma
temperatura abaixo da qual a viabilidade de ovos ¢ nula, ou a partir da qual ¢ possivel
ocorrer o desenvolvimento embrionario. Enquanto a segunda ¢ definida como sendo
aquela temperatura onde hd a maxima viabilidade (eclosdo) num curto periodo de tempo.

As necessidades térmicas dos insetos podem ser avaliadas pela constante térmica
(K, em graus-dias), a qual, desde ha muitos anos, ¢ usada em estudos de previsao de
crescimento de plantas. Uma vez que os insetos sdo heterotérmicos, essa constante
térmica também pode ser aplicada ao desenvolvimento dos insetos (HADDAD; PARRA,
1984).
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O periodo de incubacdo e a viabilidade de ovos variaram em fun¢do das
temperaturas testadas, caracterizando uma relagdo inversamente proporcional entre a
duragdo do desenvolvimento embriondrio ¢ a temperatura (Figura 10), dentro de uma
faixa de 15 a 35 °C. As menores viabilidades foram encontradas para a temperatura de
15 °C, em razdo da menor atividade metabolica dos ovos. A faixa térmica entre 25 e
35 °C proporcionou maior viabilidade de ovos (F=134,1; P< 107). Considerando um
menor periodo de desenvolvimento e maxima viabilidade de ovos, a temperatura 6tima,

dentre as testadas, seria de 35 °C (Tabela 2).

Tabela 2 - Médias (£ erro padrao) da duragao do desenvolvimento embrionario (dias) e
viabilidade de ovos (%) de C. hominivorax, sob diferentes temperaturas de
incubacdo (UR = 60 + 10%, Fotofase = 12 h)

Temperatura (°C) Duracéao (dias) Viabilidade (%)
15 3+x0,6a2 30,3 +£3,9c¢hb
19,5 1,5+0,05b 70,4+4,1b
25 0,9+ 0,06 bc 82,3+3,0ab
35 0,4+0,05c 919+15a
C.V. 16,8% 8,3%
F 30,5 134,1
P <103 <103

"Médias originais nesta tabela. Os dados de duragdo do desenvolvimento embriondrio foram transformados

por “log;o(x+k)” antes das analises.

®Médias na mesma coluna seguidas da mesma letra ndio diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (P> 0,05).

Com base na equacdo de regressdo linear (Tabela 3), a temperatura base foi

estimada em 13,1°C, com uma constante térmica de 9,17 GD.
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Tabela 3 - Limiar térmico inferior de desenvolvimento (Tb), constante térmica (K),
equagao de regressao (1/D) e coeficiente de determinagao (r?) da fase de ovo
de C.hominivorax, em condi¢des de laboratorio (UR = 60 + 10%; Fotofase =

12 h)
Erro Erro
Tb K . 2 padriao do padrio do
Fase Equacao r F P
°O) (GD) coeficiente coeficiente
angular linear
Ovo 13,1 9,17 1/D=-1,429+0,109.T 0,97 0,012 0,29 83,03 0,011

B
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Figura 10 - Relacdo entre a temperatura com o tempo e a velocidade de desenvolvimento
para a fase de ovo de C. hominivorax

Vale ressaltar que o limiar térmico inferior pode variar para uma mesma espécie,
em fun¢do do local e clima em que se encontra a populacao, estado fisiolégico do inseto,
estagio de desenvolvimento, fotoperiodo e qualidade nutricional das fontes alimentares

(BERGANT; TRDAN, 2006).
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5.2.3 Dieta para adultos

O periodo de pré-oviposicdo nao variou entre os tratamentos. Com 5-6 dias de
idade, mantidas em sala a 33 °C e 60% de UR, 100% das fémeas mostraram-se dispostas
a ovipositar. Entre o 1° e 7° dias ap6s a emergéncia dos adultos, a mortalidade entre os
tratamentos também nao variou, ficando abaixo de 5% (< 47 moscas) em todas as gaiolas.

Os resultados dos demais parametros avaliados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Médias (£ erro padrdo) da quantidade de ovos (mg) e viabilidade de ovos (%)
de adultos de C. hominivorax alimentados com diferentes dietas

Dieta Quantidade de Viabilidade dos
ovos (MmgQ) ovos (%)
Mel+Papel 484 £ 112a 94,1+2,3 abb
Rapadura 676 60 a 96,6 £0,7a
Ovo spray dried + mel 667 £ 154 a 84,1+30b
Ovo spray dried + mel + melaco 565 + 155 a 85,9+4,3ab
Hem@cias spray dried + mel + melaco 572+ 29a 92,8+ 2,2ab
Hemaécias spray dried + ovo spray dried + mel 723+57a 85,1+25ab
C.V. 4,6% 4,8%

*Médias originais nesta tabela. Os dados de quantidade de ovos foram transformados por “log;o(x+k)” antes
das analises.

"M¢édias na mesma coluna seguidas da mesma letra nio diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey (P> 0,05).

O peso das massas de ovos coletadas variou entre 480 e 720 mg
aproximadamente. Os tratamentos ndo diferiram significativamente entre si (F = 1,1;
P =0,39). Ainda assim, a média de massa de ovos de maior peso (723 mg =~ 15.906 ovos)
foi obtida das gaiolas com o tratamento de hemacias spray dried + ovo spray dried + mel,

e a menor (484 mg =~ 10.648 ovos), da gaiola em que foi oferecido apenas mel com papel
(Tabela 4).
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Quanto a viabilidade dos ovos, os tratamentos diferiram significativamente entre
si (F =4,6; P = 0,015). O maior valor médio de viabilidade de ovos observado
(96,6 £ 0,7%) foi obtido de massas depositadas por adultos de C. hominivorax que se
alimentaram apenas de rapadura. O menor valor médio de viabilidade de ovos
(84,1 + 3,0%) veio do tratamento de ovo spray dried + mel, sendo que foi observada, pelo
menos no inicio, certa rejeicdo da dieta por parte das moscas.

Cochliomyia hominivorax ¢ uma espécie autdgena por pelo menos o 1° ciclo
gonotrofico e consegue completar até 3 ciclos sem ingestdo de proteina na fase adulta
(CRISTAL, 1966, 1978). Entretanto, comparada a outras moscas da familia
Calliphoridae, a mosca da bicheira ainda apresenta certa necessidade de proteinas
(THOMAS; MANGAN, 1989). A ingestdo de carboidratos ¢ essencial para a
sobrevivéncia e reproducdo (PETERSON et al., 1987), sendo que moscas de
C. hominivorax ja foram vistas se alimentando de recursos florais (MACKLEY; LONG,
1983) e esterco (MACKLEY; SNOW, 1982), os quais também sdo fontes potenciais de
proteinas.

Thomas (1993) relatou que a presenca de proteina na dieta de adulto acelera a
maturagdo dos ovarios de C. hominivorax, aumentando o nimero de oocitos maduros.
Segundo Hammack (1999), a suplementacdo da dieta de adulto com carne durante a
1* semana aumenta o nimero de ovos por fémea gravida em 30%. Chaudhury et al.
(2000) verificaram que fémeas alimentadas com dietas com ovo spray dried colocaram
massas de ovos mais pesadas do que as que haviam se alimentado apenas da dieta padrao
a base de carne moida de cavalo e mel.

Sagel et al. (2002) testaram dietas de adulto a base de xarope de milho (corn
syrup), carragenina ¢ sangue spray dried, e relataram que o ovo spray dried era menos
fagoestimulante nesse tipo de dieta de gel. Berkebile et al. (2006) observaram que as
moscas ndo aceitaram completamente dietas de adulto feitas exclusivamente de leite em
p6 e ovo spray dried.

O peso médio de massa de ovos no tratamento de rapadura também foi elevado
(676 mg =~ 14.872 ovos). Chaudhury et al. (2000) também testaram dietas a base de ovo
spray dried mais melago e obtiveram alta producdo de ovos. O melago contém pouca

frutose (8,7%) em comparacdo com o mel (42,4%), porém ¢ rico em nutrientes minerais
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como ferro, potéssio, calcio, magnésio e cobre, geralmente ausentes ou em quantidades
traco no mel. E possivel que esse contetido mineral do melago, assim como na rapadura,
influencie a ativagao enzimatica do metabolismo e sintese protéica nas fémeas, resultando

em maior atividade oogénica (HAMMACK, 1999).

5.2.4 Dieta larval

Os resultados dos testes com as dietas larvais estdo apresentados nas Tabelas 5 e
6. O teste com as dietas liquidas contendo como agente bulking bagaco de cana ou fibra
de coco foi realizado com larvas de segundo instar, porque a viabilidade das larvas de
1° instar, depois que as massas de ovos eram colocadas diretamente sobre as dietas, era
muito baixa e variavel (entre 0 e 25% somente). As larvas de estddio L, para este teste,
portanto, foram obtidas de dieta de start (0,9 g de carne moida para cada 1 mL de dieta
liquida - 60 mg de hemacias spray dried, 40 mg de ovo spray dried, 40 mg de leite em po,
1 mg de acido citrico, 1 mg de citrato de sédio, 0,001 mL de formaldeido e 0,8 mL de

agua). Para o teste com as dietas a base de carne e gel, foram utilizadas massas de ovos.

Figura 11 - Dieta para larvas de C. hominivorax: a) teste com dietas larvais; b) as
bandejas com dietas larvais tinham que ser mantidas a 30-36 °C por 4 dias
na “torre do fedor”
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Tabela 5 - Parametros bioldgicos (média + erro padrao) de C. hominivorax em diferentes
dietas liquidas para larvas

Peso T A - ~
DIETA . | Viabilidade PesoPupal Emergéncia Razéo
- arva
LIQUIDA (ma) Larval (%) (mg) (%) Sexualb
Bagaco de
52,7+ 6,4 a2 96,7+ 2,3a 55,3+ 3,7a 95+09a 0,56 £0,012 a
cana
Fibrade | og3.44a 98+058a 507+32a  85+48a  055+0084a
coco
Fi5=0,12 F15=0,31 Fi5=0,91 Fi5=4,2 Fi15=0,03
ANOVA 15 15 15 15 15
P=0,74 P=0,61 P=0,39 P=0,11 P=0,87
(LSD)
CVe=175% CV.=302% CV.=11,3% CV.=6,7% CV.=18,7%

* Médias na mesma coluna seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste-t de
Student (P > 0,05).

P Razdo sexual = n° de fémeas/(n® de machos + n°® de fémeas).

°C.V. = coeficiente de variagao.

Os valores de peso e viabilidade larvais, peso pupal (pupas com 5 dias de idade),
emergéncia de adultos e razdo sexual obtidos das dietas dos dois testes foram todos
elevados, embora ndo tenham sido detectadas diferencas significativas (P > 0,05).
Também ndo foi observada variagdo no tempo de desenvolvimento larval entre as dietas,
ficando sempre em torno de 4-5 dias.

Baumhover et al. (1966) relataram a tentativa de utilizagdo de uma dieta semi-
liquida na biofabrica em Mission, Texas. A dieta era a base de carne moida, plasma
bovino, dgua e formalina, e eram colocadas camadas de algoddo que flutuavam na
bandeja, dando suporte para as larvas e evitando afogamento. Dessa forma, a densidade
larval podia ser aumentada porque as larvas se dispersavam mais na bandeja ao invés de

se alimentarem com o comportamento de “ondas” como nas outras dietas.
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Tabela 6 - Parametros bioldgicos (média + erro padrdo) de C. hominivorax em diferentes
dietas larvais

Peso L Peso o
Viabilidade Emergéncia _
DIETA Larval Pupal Razao Sexualb
Larval (%) (%)
(mg) (mg)
Carne |[477+26a 893+52a 53x1,7a 92,7x19a 0,47 +0,06 a
Gel 58,7x4,7a 93+51a 52+252a 80x6,2a 0,56 £ 0,03 a
ANOVA F1,5 = 4,2 F1,5 = 0,26 F1,5 = 0,11 Fl,g = 3,8 Flvg = 1,6
P=0,11 P=0,64 P=0,76 P=0,09 P=0,25
(LSD)
CVe=124% CV.=9,7% CV.=71% CV.=11,9% C.V.=19,6%

? Médias na mesma coluna seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste-t de
Student (P > 0,05).

®Razdo sexual = n°® de fémeas/(n° de machos + n° de fémeas).

°C.V. = coeficiente de variagio.

O peso das larvas de 3° instar foi de 52,7+6,4 mg na dieta liquida com bagago de
cana, 55,3+4,4 mg na dieta liquida com fibra de coco, 47,7+2,6 mg na dicta a base de
carne e 58,7+4,7 mg na dieta de gel. Taylor e Mangan (1987) relataram valores de peso
larval entre 40 e 80 mg para testes com dietas de carne e gel. Chaudhury e Skoda (2007)
obtiveram valores entre 47 ¢ 74 mg em testes de dietas de gel e a base de fibra de
celulose.

O peso pupal em todas as dietas dos dois testes também foi elevado, sendo sempre
maior ou igual a 47 mg. Segundo Vreysen et al. (2007), o peso minimo aceitavel para
pupas irradiadas com cinco dias de idade deve ser de 47 mg.

A dieta com Ecogel®™ proporcionou alta viabilidade larval e larvas de 3° instar com
peso igual ou superior (embora sem diferenga significativa) aos da dieta a base de carne
(Tabela 6). Embora o periodo larval tenha sido praticamente o mesmo nas duas dietas,
mais de 90% das pré-pupas da dieta a base de carne abandonou o meio em menos de 15 h
(provavelmente para escapar do excesso de residuos toxicos e da carne em putrefagdo),
enquanto que foi possivel encontrar larvas de 3° instar terminando de se alimentar na

dieta de gel. O Ecogel®, aparentemente, também conseguiu absorver os residuos
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metabolicos excretados pelas larvas, o que reduziu consideravelmente o mau odor (odores
a base de amonia e enxofre) emitido pela dieta. Além disso, a dieta de gel manteve-se
semi-solida todo o tempo, sem aumento da viscosidade (o que atrapalharia a saida das
larvas), mas podia ser dissolvida rapidamente em agua, facilitando, assim, seu descarte.

Outra grande vantagem da dieta de gel foi o seu menor custo. Para produzir
100 mL de pupas (= 830 pupas), o custo da dieta a base de carne (500 g de carne moida +
300 mL de dieta liquida) era de R$ 6,60, enquanto a de gel (= 1 L) era de apenas
R$ 1,89 (economia de quase 72% ou 3,5 vezes).

Na verdade, trabalhos anteriores demonstraram a viabilidade de deitas de gel para
a mosca da bicheira. A dieta a base de carne desenvolvida por Melvin e Bushland (1936)
foi utilizada praticamente sem altera¢des para a produgdo massal de C. hominivorax até
1970. Gingrich et al. (1971) desenvolveram uma dieta liquida, depois modificada por
Brown e Snow (1979), composta de sangue ¢ ovo spray dried, leite em p6, formalina e
agua, além de algoddo ou fibras de acetato para dar sustentagdo as larvas, sendo utilizada
nos programas de erradicagdo de C. hominivorax por mais de 12 anos.

A produgao massal de larvas de C. hominivorax com essa dieta liquida consistia
de duas fases. Na primeira (fase de inicia¢do), os ovos eram colocados sobre 30 g de
carne de cavalo em placas de Petri e incubados por 8§ h. Em seguida, o conteudo dessas
placas era transferido para bandejas (46 x 33 x 5 cm) com 2 L de dieta liquida com fibras
de acetato. Depois de 24 h, as larvas eram transferidas para bandejas maiores (66 x 46 x
9 cm) contendo 4 L de dieta liquida, permanecendo ai por mais 24 h. Na segunda fase, as
larvas eram transferidas para outro tipo de bandeja (91 x 152 x 2,5 cm), sendo que o
residuo de dieta podre era aspirado e substituido por dieta nova 8 h depois da
transferéncia e a cada 4 h por 3 dias. A remocdo incompleta da dieta podre reduzia a
quantidade de dieta nova que podia ser adicionada e resultava na completa contaminac¢ao
da bandeja por toxinas metabolicas, principalmente bicarbonato de amoénio. No fim, as
larvas abandonavam as bandejas, caindo no sistema de coleta (TAYLOR, 1988).

Harris et al. (1984) testaram varios agentes gelificantes para a dieta de Gingrich
et al. (1971) e relataram que quatro (Gelgard, carragenina, caseina ¢ goma Karaya)
permitiam uma producdo de larvas com qualidade semelhante as da dieta de carne. Harris
et al. (1985) demonstraram que o agente gelificante de poliacrilato de poliacrilamida de

so6dio, Water-Lock G-400, era promissor para a formulacdo de dietas larvais.
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Taylor e Mangan (1987) compararam os parametros de controle de qualidade de moscas
criadas na dieta de carne padrao e na de gel Water-Lock ao longo de cinco geragdes e nao
encontraram diferengas significativas.

Taylor (1988) comparou as dietas a base de Water-Lock (70 g de sangue spray
dried, 30 de ovo spray dried, 30 g de leite em po, 1,2 mL de formalina, 12 g de Water-
Lock G-400 e 1 L de agua) e carragenina (em trés concentragdes) para produgdo de larvas
em pequena escala e massal. A dieta com Water-Lock foi superior tanto na iniciagdo
larval quanto na criagdo. Mesmo assim, a biofabrica do COMEXA adotou, em agosto de
1986, a dieta a base de carragenina (6% de sangue spray dried, 3% de ovo spray dried,
3% de leite em pd, 0,1% de formalina, 0,25% de carragenina e 87,65% de agua) para a
iniciacao larval.

Taylor et al. (1991a) compararam os sistemas de produ¢do baseados na dieta de
gel Water-Lock e o padrao (GINGRICH et al., 1971). O sistema com dieta de gel rendeu
2% de pupas com maior peso, viabilidade ovo-pupa 32% maior e exigiu menos 54% de
dieta e 88% de trabalho do que o sistema padrdo. O teste piloto com dieta de gel produziu
uma média de 19,2 milhdes de pupas/semana, com peso médio pupal de 47,1 mg,
rendimento de 1,4 x 10* pupas/g de ovo e 11,7 L de dieta para produzir 10* pupas. No
mesmo periodo, o sistema padrdo gerou pupas com peso médio de 46,2 mg, rendimento
de 1,1 x 10" pupas/g de ovo, e usou 25,3 L de dieta para produzir 10* pupas. Com isso, a
conversao completa da biofdbrica do COMEXA para o sistema de criacao em dieta de gel
Water-Lock comegou em outubro de 1989 e foi concluida em abril de 1990. Até
recentemente, a dieta larval utilizada na biofabrica do COMEXA era praticamente a
mesma (60 g de sangue spray dried, 40 de ovo spray dried, 40 g de leite em pd, 1 mL de
formalina, 18 g de Aquatain e 841 mL de agua) (CHAUDHURY; SKODA, 2007).

Agentes gelificantes como o Water-Lock ou o Ecogel® possuem inumeras
vantagens. A dieta permanece semi-solida ao longo do tempo, emite menos odores de
enxofre e amonia, ¢ mantém a qualidade nutricional por mais tempo para as larvas antes
de se contaminar com os residuos toxicos. Por causa da pouca disponibilidade de agua
livre, os residuos metabolicos soluveis, como amodnia, ndo se difundem para as partes
ainda ndo aproveitadas pelas larvas, eliminando a necessidade de se remover a dieta podre
e reduzindo a freqiiéncia de adi¢do de dieta. O agente gelificante também nao exige

aquecimento, como agar ou carragenina, podendo ser utilizado imediatamente.
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Os sistemas de produgdo de larvas devem ter bom desempenho nao apenas na fase
experimental, mas devem ser flexiveis e resilientes a condi¢des de mao-de-obra e

ambientais sub-6timas as quais serdo expostos no dia-a-dia de uma bioféabrica.

5.3 Esteriliza¢ao

As curvas de regressdo linear de esterilidade na escala de Probit contra o
logaritmo das doses de raios X estdo apresentadas nas Figuras 12 e 13. As doses
estimadas para indu¢do de 99% de esterilidade (DEq), com seus respectivos intervalos de

confianca, estao listadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Doses esterilizantes de raios X estimadas a partir das equagdes de regressao
linear para esterilidade em escala Probit

Coeficiente N
Tratamentos P Equacéo DEos (Gy)
angular £ EP

Machos irradiados 27+017 0038 y=29+27log(x)a  43,7°(22,2; 85,5)c

de C. hominivorax

Fémeas irradiadas

o 5,8+0,31 0,033 y=-2,4+5,8log(x) 47,5 (27,2; 83,2)
de C. hominivorax

Machos e Fémeas

) ) 47+0,31 0,041 y=0,5+4,7 log(x) 28,9 (16,9; 49,5)
irradiados

%y = Probit e x = dose (Gy).
b DEgs= Dose que induz 99% de esterilidade.
®Valores entre parénteses representam os intervalos de confianca ao nivel de 95%.
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Figura 12 - Probites estimados da esterilidade obtida para machos e fémeas de
C.hominivorax, e seus intervalos de confianga (95%)
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Figura 13 - Probites estimados da esterilidade obtida de cruzamentos entre fémeas e
machos, ambos irradiados, de C. hominivorax, ¢ seu intervalo de confianca
(95%)
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A fertilidade média de C. hominivorax dos grupos controle foi de 91,9+1,6%.
Outros estudos sobre métodos de separacdo de ovos e de dieta larval revelaram
viabilidade de ovos nos grupos controle variando de 60 a 96% (CHAUDHURY et al.,
2000; BERKEBILE; SKODA, 2002).

Tanto para machos quanto para fémeas de C. hominivorax, a fertilidade diminuiu
significativamente com o aumento das doses de radiacdo. Para os machos irradiados,
99% de esterilidade pdde ser alcancada com doses de 43,7 Gy de raios X. Em relagdo as
fémeas irradiadas, a DEg estimada foi um pouco maior, sendo de 47,5 Gy (Tabela 7).

Com relacdo a emergéncia de adultos e a razdo sexual, ambos ndo foram
significativamente afetados pelas doses de raios X (Tabela 8). Os valores de emergéncia e

razao sexual foram maiores do que 70% e 0,5, respectivamente.

Tabela 8 - Regressao linear para emergéncia de adultos e razdo sexual para
C. hominivorax irradiada com diferentes doses de raios X

Teste de
Parametros Dose (Gy)

de controle de

significancia

0 10 25 60 da regresséao
qualidade linear®
Emergéncia Fi111=3,34ns
80+582 76,7120 93,1+6,6 93,3+6,7
de Adultos P=0,21
Razao Fin= 0,12ns
0,6+007 060,03 0,7+0,03 0,6+0,1
Sexualc P=0,76

*Meédia = Erro padrao.

® Analise de varidncia com aplicacdo do teste F indica se uma regressao linear significativa se adéqua
ou ndo aos dados (P > 0,05; ns, ndo significativa).

“Razdo sexual = n° de fémeas/(n° de fémeas + n° de machos).

Bushland e Hopkins (1951) verificaram que a emergéncia de adultos e razao
sexual de pupas mais jovens (16-48 h de idade) irradiadas com 2.500 R (24,3 Gy) e
5.000 R (48,7 Gy) foram de apenas 34,4% ¢ 0,7, ¢ 0,6% e 1, respectivamente. Bushland e
Hopkins (1953) irradiaram pupas com 6 dias de idade com 48,7 Gy de raios X ¢ gama ¢
ndo encontraram diferenga significativa entre os valores da testemunha e os dos dois tipos
de radiagdo (todos os valores de emergéncia de adultos e de razdo sexual ficaram em

torno de 65% e 0,5 respectivamente).
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Quando machos irradiados foram expostos a fémeas irradiadas, houve uma
reducdo significativa da fertilidade (aproximadamente 99%) ja em baixas doses como
28 Gy de raios X, comparando-se com a testemunha (Figura 13). Fémeas irradiadas com
60 Gy nao ovipositaram. Resultados semelhantes foram encontrados na literatura.

Os primeiros bioensaios de esterilizagdo de C. hominivorax foram realizados na
década de 1950. Bushland e Hopkins (1951) relataram que pupas 2 dias antes da
emergéncia do adulto expostas a doses de 2.500 e 5.000 R (24,3 ¢ 48,7 Gy) de raios X
originavam machos e fémeas estéreis, respectivamente, e que os machos estéreis
competiam satisfatoriamente contra os ndo-irradiados nas gaiolas de laboratério. Com o
desenvolvimento de fontes gama pela Atomic Energy Commission dos E.U.A., Bushland
e Hopkins (1953) puderam realizar experimentos comparando raios X e gama, €
concluiram que nenhuma dose menor que 5.000 R (48,7 Gy) era capaz de produzir
100% de esterilidade (lotes com machos e fémeas) e que era melhor esterilizar pupas com
mais de cinco dias de idade. Baumhover (1963a) relatou que, em atmosfera enriquecida
de CO,, eram necessarios 11.100 R (108 Gy) para esterilizar as fémeas. Duas décadas
depois, Crystal (1979) re-examinou as doses de esterilizagdo procurando encontrar uma
combinagdo 6tima entre dose e idade do inseto. Quando as pupas eram irradiadas 72 h
antes da emergéncia do adulto, a esterilidade dos machos irradiados com 2 krad ou mais
(20 Gy) era maior que 95%, e a esterilidade das fémeas era 100% na dose de 4 krad
(40 Gy).

No Brasil, Guevara (1986) concluiu que a dose ideal de radiacdo gama para
esterilizagdo de duas amostras de C. hominivorax, uma de SP ¢ outra de MG, seria de 75
Gy (mas os resultados de dosimetria ndo foram analisados).

Em atmosfera modificada, como com exce¢o de CO,, as doses variam de 45 a
110 Gy (LaCHANCE, 1963; BAUMHOVER, 1963a). Adultos de C. hominivorax
também podem ser quimioesterilizados, sendo a que a inducdo de esterilidade ocorre com

doses menores para os machos (CRYSTAL, 1966; 1969).

5.4 Testes de compatibilidade reprodutiva e competitividade entre linhagens

Os testes de compatibilidade reprodutiva e competitividade entre as linhagens

brasileira (BRA) ¢ jamaicana (JAM) foram conduzidos no Screwworm Research Unit

(USDA-ARS), localizado na biofabrica de moscas estéreis da Comision para la
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Erradicacion y Prevencion del Gusano Barrenador del Ganado (COPEG). As moscas
utilizadas para os cruzamentos foram padronizadas por tamanho, sendo utilizadas sempre
as maiores (provenientes de pupas de peso > 50 mg, e adultos com cépsula cefélica
> 3 mm). A densidade de moscas nas gaiolas foi sempre mantida abaixo de

0,17 moscas/cm>.

5.4.1 Compatibilidade entre machos jamaicanos e fémeas brasileiras

Foram realizados cruzamentos visando examinar a compatibilidade sexual entre
machos (estéreis e férteis) da linhagem Jamaica-06 (JAM) e fémeas brasileiras (BRA)

(Tabela 9).

Tabela 9 - Porcentagens de fémeas acasaladas e niumero de fémeas inseminadas por cada
macho (média + erro padrdo) em cruzamentos entre machos jamaicanos
(estéreis e férteis) e fémeas jamaicanas ou brasileiras

Cruzamentos Fémeas N° de féemeas
3 x Q acasaladas (%) inseminadas/macho

JAM (estéril) x JAM (fértil)a 96,1+ 3,9 ac 38+015a
JAM (estéril) x BRA (fértil) 94,7+ 5,3 a 3,7+x0,21a
JAM (fértil) x BRA (fértil) 84,8+ 2,7a 34+0,12a
JAM (fértil) x JAM (fértil) 94,8+ 3,03 a 3,8+0,12a
F31u=1,8 Fs1=1,82

ANOVA (HSD) P=0,22 P=10,21
CV.=72% CV.=73%

& JAM= linhagem jamaicana; BRA= linhagem brasileira.
b Média + Erro padrao.
¢ Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).

As porcentagens de fémeas inseminadas por machos estéreis ou férteis nao
diferiram significativamente (F3 11= 1.8; P=0,22). As porcentagens de insemina¢do foram

elevadas, variando entre 82 e 100%. As fémeas brasileiras, portanto, ndo rejeitaram os

machos estéreis e férteis jamaicanos (Tabela 9).
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As fémeas (20 fémeas com 5 machos) ficaram expostas aos machos por 36 h, e
também nao foi encontrada diferenca significativa entre o nimero de fémeas inseminadas
por cada macho (Tabela 9), com valores variando entre 3,3 e 3,95 fémeas/macho.

Alley e Hightower (1966) observaram 2,6 acasalamentos por macho nas linhagens
mexicana ¢ da Florida em 1 h (3 machos com 30 fémeas). Crystal (1967) relatou
4,8 acasalamentos/macho em 1 h (1 macho com 15 fémeas) e 6,4 acasalamentos/macho
em 2 h. Adams (1979b) verificou que machos com idade entre 4 ¢ 16 dias inseminaram
3 fémeas em 4 h (1 macho com 5 fémeas). Taylor et al. (1991b) relataram que machos da
linhagem OW-87 inseminaram uma média de cinco fémeas depois de 7 dias juntos

(1 macho com 10 fémeas).

5.4.2 Teste de competitividade de machos

Neste bioensaio, foi avaliada a competitividade de machos estéreis contra férteis

de ambas as linhagens por fémeas férteis brasileiras (Tabela 10).

Tabela 10 - Indices de competitividade entre machos estéreis e férteis de ambas as
linhagens por fémeas brasileiras

Cruzamento Indice de
competitividade ANOVA
d X ¢ relativa
BRA (fértil)+ BRA (estéril) (1:1)2  x BRA 0,84+ 0,13 & Ei =047
3,11 - ]
JAM (fértil)+ JAM (estéril) (1:1)  x BRA 0,93+0,33a P=0.71
BRA (estéril)+ JAM (fértil) (1:1) X BRA 0,71+ 0,15a C.V.= 17.8%
BRA (fértil)+ JAM (estéril) (1:1)  x BRA 1+0,06a
BRA (fértil) + JAM (estéril) (1:9) x BRA 0,95+0,21a F15=0,05
P=0,84
BRA (estéril) + JAM (fértil) (9:1) x BRA 1+0,53a C.V.= 23.1%

@ JAM= linhagem jamaicana; BRA= linhagem brasileira; razio entre machos fértil e estéril entre parénteses.

"Médias (+ erro padrio) originais nesta tabela. Os dados de indice de competitividade relativa foram
transformados por “(x + k)”” antes das analises.

“Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).
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Nos cruzamentos entre machos e fémeas férteis das duas linhagens, a viabilidade
de ovos variou entre 82 e 95%. J4 nos cruzamentos entre somente machos estéreis (BRA
ou JAM) e fémeas férteis brasileiras, a viabilidade de ovos observada variou entre 0,6 ¢
2,2%.

Os valores médios (£ erro padrao) de viabilidade de ovos nos quatro cruzamentos
com machos na razao 1 fértil:1 estéril (Tabela 10) foram de 51,1+3,8%, 48,8+9,5%,
53,4+4,1% e 44,9+1,3%, respectivamente. Nao houve diferenca significativa entre os
valores de indice de competitividade relativa para os quatro cruzamentos (Fz11= 0,47;
P=0,71). Todos os valores estimados foram proximos de 1, indicando que os machos
estéreis, independentemente da linhagem, competiram igualmente contra os férteis pelas
fémeas brasileiras (Figuras 14 a 17). Por exemplo, mesmo o valor mais baixo de
competitividade observado, o de 0,71 para machos estéreis brasileiros, indicou que
1,4 machos estéreis equivaleram a 1 macho fértil para produzir uma esterilidade esperada
de 50%.

Nos dois cruzamentos com machos na razdo de 1 fértil: 9 estéreis, os valores
(média + erro padrdo) de viabilidade de ovos foram de 11,1+1,6% para o cruzamento com
macho brasileiro fértil e 12,843,9% para o cruzamento com macho brasileiro estéril
(Tabela 10). Também nao foi observada diferenga significativa entre os indices de
competitividade relativa (F15= 0,05; P= 0,84), cujos valores também foram ao redor de

1 (macho estéril competindo igualmente contra o fértil) (Figuras 18 e 19).
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Figura 14 - Competitividade de machos brasileiros estéreis contra machos brasileiros
férteis (razdo 1 fértil: 1 estéril) por f€émeas brasileiras férteis
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Mating Competitiveness Test
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Figura 15 - Competitividade de machos jamaicanos estéreis contra machos jamaicanos
férteis (razdo 1 fértil: 1 estéril) por f€émeas brasileiras férteis
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Figura 16 - Competitividade de machos brasileiros estéreis contra machos jamaicanos
férteis (razdo 1 fértil: 1 estéril) por f€émeas brasileiras férteis
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Figura 17 - Competitividade de machos jamaicanos estéreis contra machos brasileiros
férteis (razdo 1 fértil: 1 estéril) por f€émeas brasileiras férteis
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Mating Competitiveness Test
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Figura 18 - Competitividade de machos jamaicanos estéreis contra machos brasileiros
férteis (razdo 1 fértil: 9 estéreis) por fémeas brasileiras férteis
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Figura 19 - Competitividade de machos brasileiros estéreis contra machos jamaicanos
férteis (razdo 1 fértil: 9 estéreis) por fémeas brasileiras férteis

Crystal (1979) encontrou valores de competitividade para machos estéreis entre
0,39 e 0,91, com uma média de 0,75. Pitti et al. (2011) avaliaram a competitividade de
machos estéreis de diferentes tamanhos, encontrando valores de indice de
competitividade relativa entre 0,32 e 1,55. A competitividade dos machos menores

estéreis foi de apenas 0,51+0,14.

5.4.3 Teste de preferéncia de acasalamento

Para estudar a preferéncia de machos estéreis da linhagem Jamaica-06 e machos

férteis da linhagem brasileira por fémeas férteis ou estéreis, foram realizados dois

conjuntos de cruzamentos (Tabela 11).



87

Tabela 11 - Teste de preferéncia de machos estéreis da linhagem Jamaica-06 e machos
férteis da linhagem brasileira por fémeas férteis ou estéreis

Cruzamentos Indice de
. ANOVA
Preferéncia
de (LSD)

) X @

acasalamento

JAM (estéril)  x BRA (fértil)+ JAM (estéril)® | 0 48+ 0,03 ac | Fi5=0,01

P=0,92
JAM (estéril) x JAM (estéril)+ JAM (fértil) | 0,48+ 0,02a
C.V.=8,3%

BRA (fértil)  x BRA (fértil)+ JAM (estéril) | 05+0,03a | r _gq

BRA (fértil)  x JAM (estéril)+ JAM (fértil) | 0,46x£0,05a | ' "

C.V.=158%

4 JAM= linhagem jamaicana; BRA= linhagem brasileira.
®Média + Erro padrio.
¢ Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).

O indice de preferéncia de acasalamento serve de indicador da preferéncia dos
machos por fémeas (fértil ou estéril), e seu valor pode variar de 0 (significa que os
machos acasalam-se apenas com fémeas férteis) a 1 (significa que os machos acasalam-se
apenas com fémeas estéreis). Os indices de preferéncia de acasalamento variaram entre
0,41 e 0,53, ndo havendo diferenga significativa entre os cruzamentos (Tabela 11). Como
todos os resultados foram proximos de 0,5, foi demonstrado que os machos acasalaram-se
indiscriminadamente quando as fémeas férteis e estéreis foram expostas simultaneamente

nas gaiolas (Figuras 20 e 21).
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Cruzamentos Mating Preference Test
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Figura 20 - Indices de preferéncia de acasalamento para machos estéreis da linhagem

Jamaica-06
Cruzamentos Mating Preference Test
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Figura 21 - Indices de preferéncia de acasalamento para machos férteis da linhagem
brasileira

Quase ndo ha trabalhos na literatura comprovando a preferéncia de machos de
C. hominivorax por fémeas de diferentes linhagens ou status reprodutivo (fértil ou estéril).
Apenas Garcia (2002), em estudos de acasalamento em gaiolas pequenas com moscas
selvagens de Cuba e da Jamaica e uma linhagem criada massalmente (Panama-95),

relatou alta preferéncia dos machos selvagens por fémeas selvagens (96-100%).
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5.4.4 Avaliacdo da compatibilidade genética pds-zigotica

Foram realizados dois conjuntos de cruzamentos visando examinar a
compatibilidade genética pods-zigdtica entre a linhagem produzida massalmente no
Panama (Jamaica-06 strain) (JAM) e uma brasileira (BRA), a qual foi originalmente

coletada no Estado de Goias e criada até 25 geragdes sob condigdes de laboratorio.

Tabela 12 - Avaliagdo da compatibilidade genética poOs-zigotica entre a linhagem

Jamaica-06 e a linhagem brasileira

Cruzamento | Viabilidade Viabilidade Emergencia Razéao
?xd de ovos (%) larval (%) de Sexuald
Adultos(%)

IJAM x JAM@ | 85,9+57bac | 89,9+52a | 97,7+15a | 0,6+007a
BRA X BRA 89,3+t0,4a | 91,2+45a 97,3+1,3a | 0,5+£0,06a
BRA X JAM 89,8+49a 89,9+ 75a 95+ 29a 0,5+ 0,05a
JAM x BRA 96,2+ 1,3 a 89,6+ 5,7a 98,3+ 1,7a 0,5+ 0,03a

Fsin=1,3 Fs11=0,01 Fzu=0,5 Fz1u1=19
ANOVA (HSD) P=0,35 P=0,99 P=0,65 P=0,21
CV.=7,3% CV.=11,2% CV.=35% CV.=172%
BRA x BRA 90,1+ 0,7a 87,8+ 6,1a 93,3+3,3a | 0,5+0,06a
(BRAXJAM) xBRA | 87 9+23a 83,1+ 116 a 98,3+ 1,7a | 0,5+£0,08a
(JAMxBRA)xBRA | 91 8+27a 87,8t15a 95+ 0,6 a 0,6+ 0,08 a
BRAX(BRAXJAM) | O57+17a 91,1+46a 96,7+3,3a | 0,5+0,03a
BRAX(JAMXBRA) | 955+0,9a | 84,9+99a 98,3+1,7a | 0,4+0,03a
Fss=23,5 Fa14=0,16 Fa14= 0,84 Fs14=0,88
ANOVA (HSD) P=0,05 P=0,95 P=0,53 P=0,51
CV.=3,4% C.V.=15,2% CV.=4,3% CV.=20,2%

4 JAM= linhagem jamaicana; BRA= linhagem brasileira.

®Média + Erro padrio.

¢ Médias na mesma coluna seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si (P > 0,01).
dRazdo sexual= Q/3+Q.



90

Nos cruzamentos parentais, os parametros de controle de qualidade (viabilidade de
ovos, viabilidade larval, emergéncia de adultos e razdo sexual) ndo diferiram
significativamente entre os tratamentos (P > 0,01). Nos retrocruzamentos, os valores de
viabilidade de ovos, viabilidade larval, emergéncia de adultos e razao sexual também nao
diferiram significativamente daqueles do cruzamento controle (BRA x BRA) (P > 0,01)
(Tabela 12).

Nao houve, portanto, evidéncias de incompatibilidade genética entre as linhagens,
nem foi observada disgenesia do hibrido nos cruzamentos entre linhagens. Todos os
hibridos demonstraram fertilidade normal nos retrocruzamentos com a linhagem

brasileira (Tabela 12).

5.4.5 Discussao

A existéncia de diferencas genéticas entre populagcdes ou mesmo de
incompatibilidade reprodutiva entre espécies cripticas ¢ um fator critico nos programas de
controle de pragas em area-ampla que integram a TIE (KRAFSUR, 2005). Dessa forma,
foram realizados extensivos estudos sobre os padrdes de diversidade genética de
populagdes de C. hominivorax nas ultimas décadas através de marcadores nucleares e
mitocondriais, polimorfismo de comprimentos de fragmentos de restrigdo (RFLPs) e
dados de seqiiéncias (ROEHRDANZ, 1989; TAYLOR et al., 1996b; TAYLOR et al.,
1996¢; LYRA et al., 2005; TORRES et al., 2007; McDONAGH et al., 2009; LYRA et al.,
2009; TORRES; AZEREDO-ESPIN, 2009; FRESIA et al., 2011).

Richardson et al. (1982) havia proposto que C. hominivorax era na verdade um
complexo de populacdes isoladas reprodutivamente na América do Norte. Entretanto,
estudos subseqlientes falharam em achar qualquer evidéncia de especiagdo (LaCHANCE
et al.,, 1982; McINNIS , 1983; McINNIS et al., 1983; DEV et al., 1986; KRAFSUR;
WHITTEN, 1993; TAYLOR; PETERSON II, 1994).

Taylor et al. (1996a), avaliando mtDNA, compararam amostras de C. hominivorax
da regido do Caribe, América do Sul e Central, ¢ demonstraram que os hal6tipos se

subdividiam em trés linhagens: Jamaica, América do Norte + Central, e América do Sul.
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Taylor et al. (1996b) observaram que moscas da bicheira da América do Sul, Jamaica e
Trinidad e Tobago eram muito semelhantes geneticamente, enquanto as amostras de Cuba
eram mais proximas dos exemplares da Costa Rica. Taylor et al. (1996¢) examinaram a
variagdo das freqiiéncias de aloenzimas de varias populacdes do Brasil e observaram
baixos niveis de diferenciacdo entre as populagdes do Brasil, Costa Rica e México, e
apenas pequenos desvios do equilibrio esperado das freqiiéncias genotipicas. Através de
marcadores moleculares como MtDNA e microsatélites, foram encontradas pequenas
diferengas entre populacdes no Uruguai e no Brasil (LYRA et al., 2005; IAEA, 2006;
TORRES et al., 2007).

McDonagh et al. (2009), trabalhando com seqliéncias de DNA nuclear ¢
mitocondrial, analisaram filogeneticamente amostras de C. hominivorax da América do
Sul, Caribe e duas (agora extintas) do sul dos E.U.A.. A genealogia multi-gene baseada
no método da maxima parcimonia demonstrou uma separacdo entre as duas amostras do
Texas e as da América do Sul e do Caribe, e agrupou as populacdes de Cuba juntas
(mas uma amostra de Minas Gerais, Brasil, apareceu fortemente associada as populagdes
de Cuba).

Fresia et al. (2011) estudaram a historia filogeografica de C. hominivorax
utilizando seqiiéncia parciais de DNA mitocondrial de 361 larvas coletadas em 38 locais
da América do Sul e do Caribe. De acordo com os autores, o padrdo de distribui¢do geral
da variabilidade genética dessa espécie estaria estruturado em quatro grupos regionais:
Cuba, Reptblica Dominicana, e areas ao norte e sul da floresta Amazonica. As analises
de historia demografica também revelaram que a expansdo da populacdo comegou entre
20 e 25.000 anos atras e, recentemente, aumentou exponencialmente. Os autores também
sugeriram que a regido do Caribe e as areas ao norte e sul da Amazonia deveriam ser
consideradas unidades independentes para os programas futuros de controle de
C. hominivorax.

Embora tanto as seqiiéncias de DNA nuclear quanto mitocondrial tenham sido
utilizadas para explorar a variabilidade genética das populagdes de C. hominivorax, a
maioria dos estudos moleculares realizados foi fortemente focada na analise de
marcadores mitocondriais. Na verdade, a maioria dos trabalhos baseados em mtDNA de
artropodes tem usado freqiientemente apenas genes codificadores de proteinas simples de
séries limitadas em relagdo a quantidade de seqiiéncias potencialmente disponiveis para
analise, com diversos genes de MDNA sendo largamente ignorados e outros recebendo

apenas aten¢do esporadica (CATERINO et al., 2000; SHAO; BARKER, 2007).
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Apesar de todas essas informagdes genéticas serem uteis na identificagdo das
rela¢des entre populagdes de C. hominivorax, em realidade, elas dizem muito pouco sobre
a compatibilidade entre as populagdes em termos de acasalamento. Para a eficiéncia da
TIE, ter certeza do sucesso do acasalamento entre o inseto estéril liberado e o selvagem ¢
muito mais critico do que conhecer apenas o mapa genético dos insetos (ROBINSON
et al., 2009).

Krafsur e Hightower (1979) ndo encontraram diferencas significativas nas
freqliéncias de acasalamento entre moscas estéreis de duas linhagens (Tex-Mex e FF8) e
populagdes selvagens de areas costeiras do México. Entre 1990 e 2011, ha apenas dois
trabalhos com cruzamentos entre linhagens de C. hominivorax. Apos a infestagdo da Libia
em 1988, Taylor et al. (1991b) realizaram cruzamentos entre a linhagem produzida
massalmente no México (OW-87, originaria de Belize) e moscas provenientes de massas
de ovos coletadas proximas a Tripoli e ndo encontraram nenhum tipo de
incompatibilidade reprodutiva.

No relato de Garcia (2002), em que foram avaliados cruzamentos entre uma
linhagem criada massalmente (Panama-95) e moscas selvagens de Cuba e da Jamaica, foi
observada a preferéncia dos machos selvagens por fémeas selvagens. Entretanto,
Robinson et al. (2009) atribuiram essa recusa as diferencas de perfil dos feromonios
sexuais entre as moscas estéreis e as selvagens, ou seja, a qualidade dos insetos estéreis.

Com relagdo a C. bezziana, Spradbery (1988) demonstrou que linhagens de
diferentes regides geograficas conseguiam acasalar em condi¢cdes de laboratorio e
produzir descendéncia fértil. Hall et al. (2009) sugeriram que uma uUnica colonia de
C. bezziana poderia ser utilizada na implementacdo da TIE na regido do Golfo Pérsico,
dado o baixo grau de diversidade genética entre as populacdes na regido.

A identificagdo de regides promissoras para presenga de populacdes
reprodutivamente isoladas requer um claro entendimento da dindmica de distribuicao
espacial da espécie, especialmente dos padroes de migracao e da capacidade de dispersao.
Sob condi¢des naturais, existem as possibilidades de cicatrizacdo da ferida ou de morte do
animal infestado por miiase antes que a proxima geragao de C. hominivorax complete o
desenvolvimento. Portanto, naturalmente, as fémeas de C. hominivorax precisam se
dispersar e procurar novas feridas a cada geragao. Esse processo acaba resultando em um
alto fluxo génico na maioria das regides, o que evitaria a diferenciacdo genética das

populacdes (TAYLOR et al., 1996c¢).
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Portanto, até o presente momento, ndo foram encontradas evidéncias suficientes
para provar que C. hominivorax ndo é uma espécie Uinica e panmitica ao longo de toda a
sua distribuicao historica e atual.

Em conclusdo, todos os testes deste trabalho indicaram que a linhagem de
C. hominivorax do Brasil ¢ compativel reprodutivamente com a Jamaica-06, a qual ¢
criada massalmente na biofabrica de COPEG para manuten¢do da zona tampao no istmo
de Darién e para campanhas de erradicagdo no Caribe. Sendo assim, nenhuma barreira
reprodutiva deveria impedir o uso da TIE em programas de supressdo/erradicacdo da

mosca da bicheira na América do Sul usando-se moscas estéreis da regido do Caribe.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nos bioensaios de criagdo, esterilizagao,
compatibilidade reprodutiva e competitividade deste trabalho, pode-se concluir que:

1) O melhor substrato para oviposi¢do de C. hominivorax pode ser feito a partir de
dieta larval podre e sangue.

2) A temperatura base para o desenvolvimento embrionario de C. hominivorax ¢ de
13,1 °C.

3) Dietas a base de hemacias e ovo spray dried, mel ou rapadura podem ser
utilizadas para a alimentagao de adultos de C. hominivorax.

4) Criagao de larvas de C. hominivorax em dieta de gel no Brasil é viavel e de menor
custo.

5) Machos ¢ fémeas de C. hominivorax sdo esterilizados com doses de raios X a
partir de 43,7 e 47,5 Gy, respectivamente.

6) Nao existe incompatibilidade reprodutiva nem problemas de competitividade entre

moscas do Brasil e do Caribe.
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