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RESUMO - Para o sucesso da Técnica do Inseto Estéril (TIE) em programas de
erradicagao e/ou supressao populacional utilizados no controle da mosca-da-fruta
Ceratitis capitata, Wiedemann (Diptera: Tephritidae), é necessario a utilizagdo de
machos estéreis de boa qualidade. As fontes de alimentagédo dos insetos criados
massivamente, assim como o método de esterilizacdo no processo final de
criacdo podem afetar significativamente sua qualidade. O presente estudo teve
por objetivo avaliar quatro formulagbes de dieta larval para utilizagdo na cria
massiva de C. capitata, linhagem mutante Vienna 8 — tsl/, assim como, testar
diferentes doses de raio X [0 (controle), 80; 95; 115 e 125 Gy] para tratar as
pupas afim obter machos estéreis desta linhagem na Biofabrica Moscamed Brasil
(BMB). Os parametros avaliados foram o rendimento ovo-pupa, peso da pupa,
proporgdo de pupas brancas e marrons, emergéncia e voadores, fecundidade e
fertilidade de fémeas, esterilidade e sobrevivéncia sob estresse. As quantidades e
as diferentes fontes protéicas oferecidas nas diferentes dietas, durante a fase
larval, ndo influenciaram nos parametros de qualidade avaliados. Exceto o
rendimento ovo-pupa e a proporgao de pupas brancas foram maiores nas dietas a
base de proteina de soja ou apenas com levedura de cerveja (dietas 4 e 3). Os
machos irradiados com 115 Gy (raios-X) induziram um alto nivel de esterilidade
em fémeas de C. capitata e ndo afetaram a qualidade dos insetos. Os resultados
observados mostram que ambas as dietas (4 e 3), bem como a dose de 115 Gy

podem ser utilizadas como padrédo na criacdo massal de Vienna 8 - ts/, na BMB.

Palavras-chave: mosca-do-mediterraneo, raio X, criagao massal.



INFLUENCE OF COMPOSITION OF LARVAL DIET AND X
RADIATION IN QUALITY OF STERILE MALES OF Ceratitis
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ABSTRACT - In a successfully Sterile Insect Technique (SIT) program for
eradication or population suppression of medfly, Ceratitis capitata, it is necessary
to release sterile males of high quality. All the process evolved to rear insects
massively, as well as the method of sterilization can significantly affect their
quality. The present study aimed to evaluate larval diets with different protein
source on the quality of C. capitata, tsl Vienna 8 strain, as well doses of X-ray [0
(control), 80, 95, 115 and 125 Gy] to treat pupae, for sterilization of adult males in
the Biofabrica Moscamed Brazil (BMB) mass rearing. The parameters evaluated
were the yield egg-pupa, pupa weight, proportion of white and brown pupae,
emergence and flyers, fecundity and fertility of females, male’s sterility and
survival under stress. The amounts of different protein sources in diets offered
during the larval stage did not affect the quality of parameters evaluated. Except
egg-pupa vyield and the proportion of white pupae were higher for diets with
soybean or only yeast protein sources (diets 4 and 3). Males irradiated with 115
Gy (X-ray) induced a high level of sterility in female’s C. capitata, and did not affect
the quality of the insects. Both, larval diet and a dose of 115 Gy (X-ray) might be
used as the standard for mass rearing and male sterilization for ts/ - Vienna 8

strain.

Key words: Mediterranean fruit fly, X-ray, mass rearing



INTRODUGAO

A evolugdo da producao de frutas no Brasil, dada as boas condicbes
geograficas e climaticas, tem assegurado o abastecimento da crescente demanda
doméstica e ao mesmo tempo, logrado uma expressiva participacdo na pauta de
exportagdes do agronegécio. O Brasil apresenta um grande potencial no
agronegocio de frutas principalmente na exportagao de frutas frescas. O pais é o
terceiro maior produtor mundial de frutas frescas, posicdo que tem como pontos
principais as condi¢cdes favoraveis de clima, solo e disponibilidade de area que
precisa ser sustentada pelos investimentos publicos e privados em infra-estrutura,
capacitacao, logistica e inovacgéao tecnolégica (CARVALHO & MIRANDA, 2013).

A fruticultura € uma atividade com grande capacidade de geragcéo de emprego
e renda, e por isso apresenta significativa importancia social, em particular em
regides mais pobres, que ndo contam com muitas alternativas para dinamizar sua
economia (BUAINAIN & BATALHA, 2007). Nos ultimos cinco anos, as exportagdes
de frutas cresceram 25%. Em 2010, as frutas frescas exportadas renderam US$
609,61 milhdes (759,42 mil toneladas) contra US$ 559,49 milhdes do ano anterior,
de acordo com relatério anual do Instituto Brasileiro de Frutas - Ibraf (BRAZILIAN
FRUIT, 2011). Em 2011, a produgédo brasileira foi de aproximadamente, 43 milhbes
de toneladas de frutas em uma area cultivada de 2,2 milhdes de hectares. Os
ultimos dados oficiais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
mostram que houve aumento de 6,77% na colheita em relagdo a 2010, atingindo a
marca de quase 45 milhdes de toneladas. As exportagdes de frutas frescas
aumentaram 1,73% em 2012 e as importacdes tiveram queda de 6,91% em volume,
sobre 2011, indicando o bom desempenho da balanca comercial da fruticultura
(POLL et al., 2013).



Segundo Carvalho & Miranda (2013), o desempenho da fruticultura brasileira
confirma que o pais tem potencial para produzir frutas de melhor qualidade,
atendendo aos requisitos mais exigentes dos mercados externos e nos ultimos anos
tem suprido o mercado interno de frutas com eficiéncia, importando apenas uma
pequena quantidade de outros paises. Entretanto, ainda tem exportado muito pouco,
ocupando a 202 posi¢cao no ranking das exportagdes mundiais de frutas, com uma
participacao de apenas 2,3 % no comércio mundial.

Dentre as principais commodities do agronegécio brasileiro de frutas frescas
estdo a manga e a uva de mesa. Em 2012, a manga foi a segunda fruta brasileira
mais exportada do pais, cerca 127 mil toneladas, perdendo apenas para o melédo
com 181 mil toneladas. A uva ficou em sexto lugar com aproximadamente 52 mil
toneladas exportadas. O polo do Vale do Séo Francisco (VSF), localizado no
nordeste brasileiro, em Petrolina (PE) e Juazeiro (BA), é responsavel por 85% das
exportacbes de manga. Entre as demais regides produtoras, destaca-se Livramento
de Nossa Senhora e Dom Basilio na Bahia, Monte Alto e Taquaritinga em Sao Paulo
e Jaiba e Janauba em Minas Gerais que respondem juntas pelos 15% restantes.
Nos ultimos anos, as exportagdes de manga obtiveram bons resultados. O Brasil
exportou em 2012, 127 mil Ton o equivalente a US$ 237,6 milhdes. Um ano antes,
em 2011, os embarques alcangaram 126 mil Ton e US$ 141 milhdes (POLL et al.
2013).

Quanto ao comércio de uvas frescas, a viticultura brasileira destaca-se como
um agronegocio de grande importancia econémica e social para o VSF, responsavel
pela maior produgdo nacional de uvas finas de mesa e pela quase totalidade das
exportagdes brasileiras. O fato dos produtores do VSF poderem planejar sua
colheita de uvas durante todo o ano permite a eles ocupar as janelas deixadas pelas
regides produtoras concorrentes e obter melhores pregcos. No ambito do comércio
internacional de uvas de mesa, estatisticas mostram que a mais de uma década o
VSF é responsavel por cerca de 95% das exportagdes brasileiras, atingindo 99%
nas safras 2007-2010 (LAZZAROTTO & FIORAVANCO; MDIC/SECEX, 2013). A
regido do VSF esta se desenvolvendo intensamente nos ultimos anos em termos de
viticultura, sendo reconhecida hoje como o principal pélo de produgédo e
comercializag&o de uvas de mesa de todo Brasil (CORREIA & ARAUJO, 2010).



Mesmo diante deste cenario promissor, fruticultores do VSF e de outras
regides do Brasil, ainda enfrentam muitos desafios quando se trata do comércio
exterior. O ingresso no mercado internacional pode ser demorado, caro e exige
decisdes e acdes que implica arcar com custos de adaptagao relacionados as
exigéncias fitossanitarias e de seguranga alimentar hoje vigentes na maior parte dos
paises desenvolvidos (BUAINAIN & BATALHA, 2007). As restricbes quarentenarias,
logistica de armazenamento além de eventuais adversidades climaticas, sdo alguns
dos entraves encontrados. Entretanto, dentre os maiores obstaculos para a
producao e a livre comercializagdo de frutas frescas, como manga e uva, esta a

presenca de moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae).

Os individuos da familia Tephritidae, as verdadeiras moscas-das-frutas, séo
insetos de reconhecida importancia econdémica, por terem seu ciclo de vida, em
especial, a fase larval, na polpa de seus frutos hospedeiros (CRESONI-PEREIRA &
ZUCOLOTO, 2009). Elas estdo entre as pragas fruticolas de maior importancia
econdémica do mundo (CARVALHO, 2005). O impacto econémico das moscas-das-
frutas é caracterizado pelos danos diretos e indiretos aos mais variados frutos e
produtos horticolas comercializados (NAVA et al., 2006). As perdas sao provocadas
pela oviposicao das fémeas, eclosao e alimentacio das larvas no interior dos frutos,
tornando-os impréprios para comercializagao e consumo (ALUJA, 1994; FOLLETT &
NEVEN, 2006; ALUJA & MANGAN, 2008).

As moscas-das-frutas apresentam uma ampla distribuicdo geografica, e seus
representantes s&o constituidos por 4.448 espécies agrupadas em 484 géneros
(NORRBOM, 2004), das quais somente cinco sao de importancia econdmica:
Anastrepha Schiner (1868), Ceratitis MacLeay (1829), Bactrocera Macquart (1835),
Rhagoletis Loew (1862) e Toxotrypana Gerstaecker (1860). O género Toxotrypana é
constituido por uma Uunica espécie de importancia econdmica, a T. curvicauda
Gerstaecker (mosca-da-papaia), que nao ocorre no Brasil. O género Bactrocera,
durante muito tempo considerado como subgénero de Dacus, é representado por
uma unica espécie no continente americano, a B. carambolae Drew e Hancock
(1994), conhecida como mosca-da-carambola, que esta restrita ao estado do Amapa
(ZUCCHI, 2000). No Brasil, o género Rhagoletis é representado por quatro espécies,
mas possui pouca importancia econdmica, ja que suas espécies sao referidas

esporadicamente como pragas na regido Sul. Dentro do género Anastrepha, das 195



espécies conhecidas, 107 ocorrem no Brasil e 50 estdo associadas com os frutos de
37 familias. J& o género Ceratitis € composto por aproximadamente 65 espécies,
que ocorrem principalmente na Africa tropical. Entretanto, Ceratitis capitata
Wiedemann (1824), é a unica representante do género no Brasil e esta distribuida
em quase todas as areas tropicais e temperadas quentes do mundo (ZUCCHlI,
2000).

Dentre as moscas-das-frutas, a espécie que apresenta maior importancia do
ponto de vista econdmico para o Brasil, é C. capitata. Nativa da Africa equatorial,
esta espécie conhecida como moscamed ou mosca-do-mediterraneo foi introduzida
no Brasil em 1901 (IHERING, 1901 appud ZUCCHI, 2000). Ocorre em varios
estados, e estd associada a 58 espécies de frutiferas de 21 familias (ZUCCHI,
2001). E considerada a mais prejudicial praga agricola da fruticultura mundial,
cosmopolita e invasora dentre os tefritideos (MALAVASI & MORGANTE, 1980;
ZUCCHI, 2000), podendo atacar mais de 250 tipos de frutas, améndoas e outras
partes vegetais (GONG et al.,, 2005). Segundo Malavasi (2001), o grau de
importancia dessa espécie refere-se a sua polifagia e a severidade com a qual ataca
seus hospedeiros, pois, apresenta grande plasticidade ecologica e evolutiva,
adaptando-se rapidamente a novos hospedeiros e ambientes. A flutuagao
populacional de adultos de C. capitata esta diretamente relacionada com a
disponibilidade de hospedeiros e aos fatores climaticos de determinada regido. Em
pomares comerciais onde predomina um unico hospedeiro, o aumento populacional
coincide com a época de maior concentragdo de frutos maduros. Em pomares com
grande diversidade de espécies, onde existem frutos maduros durante a maior parte
do ano, a populagéo de adultos se mantém em niveis elevados durante praticamente
todo o ano (PARANHOS et al., 2008).

Em geral, para a maioria das fruteiras comerciais, as perdas na produgao
ocasionadas pelas moscas-das-frutas variam de 10 a 50% (SAMPERIO &
VALENZUELA, 1992). Segundo Enkerlin e Mumford (1997), s6 no Oriente médio, as
perdas provocadas pela espécie C. capitata ja foram de 125,2 milhdes de dolares
anuais, por danos diretos e de 165,7 milhdes de dodlares, por danos indiretos.
Estima-se que na América do Sul e Central as perdas sejam da ordem de 25%,
sendo menores no inicio da frutificacdo e cerca de 80% no final deste periodo
(ENKERLIN et al., 1989). Ja na América do Norte, de acordo com Canal (1997), os



danos causados pela introducdo de moscas-das-frutas na Califérnia podem ter
custado US$ 910 milhdes, com US$ 290 milhdes gastos somente na erradicagdo da
C. capitata.

No Brasil, as perdas ocasionadas por este grupo de insetos estdo
principalmente relacionadas com as restricbes quarentenarias as exportacdes de
frutas frescas, devido as inumeras exigéncias dos paises importadores e aos altos
custos de controle ou erradicagao de pragas, como a C. capitata (WHITE & ELSON-
HARRIS, 1992). Dependendo das condi¢des climaticas e da presenca de plantas
hospedeiras em algumas regides brasileiras, a C. capitata pode comprometer até
100% da producao (CARVALHO, 2005). O gasto anual com inseticidas utilizados
para 0 seu combate nos pomares comerciais infestados representa a perda de
milhdes de dolares.

Nos ultimos anos, a expansao das areas cultivadas com frutiferas no VSF,
tem provocado um aumento significativo das populagbes de C. capitata
(NASCIMENTO et al., 2001; BMB, 2012). Como regido maior produtora de frutas
frescas do Brasil, a alta populagao de C. capitata em pomares de mangas voltados a
exportacdo e a presenca de residuos toxicos nos frutos em niveis acima do
permitido podem acarretar o cancelamento do registro do pomar e suspensao das
exportagdes, causando um impacto socioecondmico altamente negativo para a
regido. Torna-se, portanto, fundamental o monitoramento e o controle populacional
de C. capitata, para viabilizar as exportagdes (MALAVASI & NASCIMENTO, 2003).

O monitoramento populacional da praga através da utilizagcdo de armadilhas
atrativas para obtencdo de dados de infestacdo e a aplicagdo de diferentes
estratégias de controle deve ser empregada dentro de um programa de manejo
integrado de pragas (MIP) a fim de obter eficiéncia na busca por reduzir perdas na
produgao. O conhecimento da biologia, ecologia e o comportamento das espécies-
pragas de moscas-das-frutas associado ao levantamento da biodiversidade de
espécies em uma determinada regido, suas plantas hospedeiras e os indices de
infestacdo contribuem significativamente nas tomadas de decisdes sobre quais
praticas de controle utilizar. Além de fornecer informagdes necessarias para os
servigcos quarentenarios (NASCIMENTO & CARVALHO, 2000; ARAUJO & ZUCCHI,
2003).



A necessidade de alternativas que substituam os métodos quimicos
convencionais de controle de pragas, aliada a crescente cobranga da sociedade por
métodos nao toxicos ao homem e ao meio ambiente, tem estimulado a busca por
novos métodos de controle da mosca-do-mediterraneo. Com o propdsito de
minimizar os prejuizos causados, novas técnicas e programas de manejo de pragas
associados aos tradicionais métodos de controle foram desenvolvidos em todo o
mundo na tentativa de suprimir ou erradicar populagdes dessas espécies
(CARVALHO, 2005). O sucesso no controle da mosca-do-mediterrdneo depende de
um conjunto de ag¢des, que inclui, principalmente, a adogdo de estratégias de
manejo em area ampla, um rigoroso planejamento espacial das areas que serao
tratadas e uma forte conscientizagdo dos produtores e empresarios para

implantacdo das medidas necessarias.

Faz algum tempo que este sistema de manejo esta tendo uma visdo mais
abrangente, sendo comumente aplicada a terminologia de manejo integrado em area
ampla, definido como o conjunto de medidas que séo aplicadas para o controle de
toda a populagdo de um inseto-praga dentro de uma area geografica delimitada.
Esta visdo de manejo toma em consideragdo a combinagédo da geografia e a
quantidade de hospedeiros da praga a ser controlada. As medidas de controle nao
estdo limitadas as culturas principais dentro da area (pomares comerciais), mas
também sao direcionadas a todos os possiveis hospedeiros da praga (comercias,
silvestres, etc.) que possam funcionar como um reservatério para a sua
sobrevivéncia e reproducao. O objetivo do controle em area ampla visa reduzir a
populagdo da praga a um nivel que nado cause danos econémicos (KLASSEN,
2005).

O controle em area ampla é eficiente quando aplicado sobre espacgos
relativamente grandes e abrange uma quantidade significativa de areas produtoras
que apresentam o0 mesmo problema, uma vez que ocorre migragao constante de
moscas oriundas de areas produtoras abandonadas ou de areas com controle
fitossanitario deficiente para as areas comerciais exportadoras, resultando em
aumento de custo de producdo e posterior desestimulo das exportacdes de frutas
frescas. Nesse caso, os métodos tradicionais tornam-se pouco eficazes. Contribui
ainda para este cenario, as areas com produc¢ao direcionada para o processamento

nas agroindustrias e cuja produgao € voltada para o mercado interno de frutas, sem



as exigéncias de controle para moscas-das-frutas (NASCIMENTO & CARVALHO,
2000).

Nessa abordagem, séo utilizados sistemas de alta inovagao tecnolégica como
a Técnica do Inseto Estéril (TIE) e o controle biolégico com utilizagdo de
parasitoides, que reduzem custos, sdo ambientalmente seguros e aumenta a
eficacia do controle, e ainda podem estar associados as tradicionais técnicas
utilizadas dentro do MIP, como os controles: cultural e quimico sustentaveis
(CARVALHO, 2006).

A TIE foi idealizada e criada pelo entomologista americano, E.F.Knipling,
utilizada inicialmente como uma possibilidade de controle ou até mesmo erradicagao
da mosca-da-bicheira, Cochliomyia hominivorax (Coquerel). Na década de 40,
meses apos liberacdes semanais e inundativas de moscas estéreis na llha de
Curacao, obteve-se a erradicacdo dessa praga (KNIPLING, 1955). Hoje, varios
paises possuem programas nacionais que fazem uso da TIE, com a instalagéo de
biofabricas para criacao de C. capitata, e algumas espécies dos géneros Anastrepha
e Bactrocera para o controle (supressao) e/ou erradicacao (MALAVASI &
NASCIMENTO, 2003).

A expansdo do uso desta técnica tem comprovado sucesso em proteger
areas de fruticultura contra a infestagdo de moscas-das-frutas, e prevenir embargo
de bilhdes de ddlares em programas de exportagdao. O Chile, por exemplo, com a
erradicagao de C. capitata por meio da TIE, consegue exportar cerca de 40% da
produgao de frutos, enquanto que o Brasil consegue exportar somente 1,3% de
frutos frescos. Para que a TIE tenha o efeito desejado deve ser empregada dentro
do conceito de area ampla, como mencionado anteriormente, com o intuito de atingir
0s pomares comerciais, pomares domésticos, matas com hospedeiros nativos, areas
urbanas com plantas hospedeiras, evitando a contaminacdo do meio ambiente e do
homem (MALAVASI & NASCIMENTO, 2003).

A TIE é considerada um tipo de controle autocida ou genético, onde a praga é
empregada para seu proprio controle. E a principal ferramenta de muitos programas
de controle integrado de C. capitata ao redor do mundo (DYCK et al., 2005). Para a
utilizagao dessa técnica, o inseto deve apresentar reprodugao sexual e facilidade de

criacao massal em dieta artificial. Sua utilizagdo em programas de manejo de pragas



implica na produgdo de insetos em grande numero, que sao esterilizados e
posteriormente liberados nas areas agricolas, onde os machos estéreis devem
copular com as fémeas selvagens, interrompendo desta forma a reproducédo da
espeécie (KNIPLING, 1955).

Dentre os programas de erradicacéo e/ou supressao populacional de moscas-
das-frutas que utilizam a TIE, é importante destacar o programa de supressao
populacional da mosca-do-mediterraneo no Brasil, realizado pela Organizagao
Social Biofabrica Moscamed Brasil (BMB) localizada no Municipio Juazeiro-Bahia. O
programa objetiva a supressdo da praga C. capitata através da utilizagdo da TIE
com liberagbes semanais de machos estéreis no VSF. A BMB importou da
IAEA/FAO — Austria, em dezembro de 2004, a linhagem mutante TSL de C. capitata,
Vienna 8, que esta sendo produzida em larga escala. Desde abril de 2005, apds a
passagem pela quarentena no Laboratério Costa Lima na Embrapa Meio Ambiente e
aumento da criagao no laboratério de Radioentomologia do CENA/USP, iniciaram-se
as pesquisas no Laboratério de Moscas-das-Frutas da Embrapa Semiarido, para
testar a compatibilidade sexual entre machos estéreis e fémeas selvagens de C.
capitata e a dispersdao dos machos estéreis no campo. Essas pesquisas foram
essenciais para a implementacdo da producdo massal de machos estéreis na
Moscamed Brasil e a liberagdo inundativa nos pomares da regiao (PARANHOS et
al., 2008).

O uso de insetos estéreis para controlar ou erradicar uma populagédo de
insetos, foi uma iniciativa revolucionaria na entomologia moderna (DYCK et al.
2005). A Introdugcdo desta técnica no controle de pragas contribuiu para o
desenvolvimento e até mesmo a criagdo de novas areas entomoldgicas, tais como a
criacdo de insetos em meios artificiais (criagdo massal), ecologia e simulagao
populacional, qualidade, radioentomologia, dentre outras (CACERES et al., 2007).
Assim, para um melhor aproveitamento e eficiéncia de machos estéreis produzidos

em larga escala dentro de laboratérios tais estudos sdo fundamentais.

Outro fator muito importante que deve ser estudado em programas que
utilizam insetos estéreis € a qualidade dos individuos produzidos em larga escala.
Para o sucesso da TIE, é necessario a utilizacdo de machos estéreis de boa

qualidade. As fontes de alimentagao dos insetos criados massivamente, assim como



o método de esterilizagdo no processo final de criagdo podem afetar

significativamente sua qualidade.

Qualquer alteracdo dentro do processo de cria massiva para obtencao de
melhores resultados deve ser cuidadosamente estudada e planejada. A introducéo
de uma nova formulagédo de dieta larval com o propdsito de melhorar o rendimento
ovo-pupa sem comprometer parametros de qualidade dos insetos produzidos deve
ser realizada considerando aspectos importantes para o seu desenvolvimento.
Como se trata de um ser vivo, estudos referentes a biologia e nutricdo, sao
fundamentais quando se objetiva qualidade versus eficiéncia no processo de cria
massiva desses insetos. A influéncia da composicdo da dieta € observada no
comportamento do inseto que responde direta e indiretamente aos efeitos de
qualquer alteracdo nutricional. Toda mudanga deve ser criteriosamente estudada,
pois pode resultar em aumento de produtividade ou em morte total de uma colénia,
gerando perdas significativas na producdo e consequente prejuizos para os

programas de controle de pragas que envolvem a liberagdo massal desses insetos.

Ao mesmo tempo, quando se trata de insetos produzidos em larga escala
para fins de controle de pragas através da TIE, um aspecto ndo menos importante
deve ser levado em consideracgdo: o tipo de radiagdo ionizante utilizada no processo
de esterilizagdo de machos. A radiagdo gamma mais comumente utilizada em todo o
mundo com propésitos de esterilizagao de insetos € proveniente dos radiois6topos
cobalto 60 (°°Co) e Césio ("*’Cs). Apesar disso, ela representa riscos bioldgicos por
se tratar de fontes radioativas que requer cuidados especiais de seguranca. A
fabricacdo destas fontes para este fim esta sendo descontinuada, e a alternativa
encontrada para esterilizagdo sao fontes especiais (raios-X e elétrons acelerados),
pouco difundidas no Brasil e no mundo, porém representam menores riscos de

operagéo quando comparada aos radioisétopos (Walder, 2000).

Neste trabalho foram estudados os efeitos na qualidade dos insetos criados
em dieta artificial e irradiados com raio X. As pesquisas tiveram como objetivo
estudar o comportamento de C. capitata, linhagem mutante Vienna 8 - ts/, criada em
larga escala utilizando diferentes formulagdes de dietas larvais, assim como avaliar o

efeito na qualidade de machos esterilizados com radiagéo X.



10

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALUJA, M. Bionomics and management of Anastrepha. Annual Review of
Entomology, Palo Alto, v. 39, p. 155-178, 1994.

ALUJA, M.; MANGAN, R. L. Fruit Fly (Diptera: Tephritidae) Host Status
Determination: Critical Conceptual, Methodological, and Regulatory Considerations.
Annual Review of Entomology, Palo Alto, v. 53, p. 473-502, 2008.

ARAUJO, E. L.; ZUCCHI, R. A. Moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) em
goiaba (Psidium guajava L.), em Mossord, RN. Arquivos do Instituto Bioldgico,
Sao Paulo, v. 70, n. 1, p. 73-77, 2003.

BIOFABRICA MOSCAMED BRASIL (BMB). Disponivel
em:<http://xxxcn8013.hospedagem.ws/apps/moscamed/monitoragro2/selecao_usuar
i0.jsp>. Acesso em: Junho de 2012.

BRAZILIAN FRUIT. Programa de Promoc¢ao das Exportagdoes das Frutas
Brasileiras e Derivados. 2011. Disponivel
em:<http://www.brazilianfruit.org/Pbr/Sala_imprensa/Clippings/Clippings_detalhe.asp
?tb_clipping_codigo=4260>. Acesso em: 17 de Maio de 2013.

BUAINAIN, A. M.; BATALHA, M. O. Cadeia produtiva de frutas. Brasilia:
ICA/MAPA/SPA, 2007, v.7, 102 p.

CACERES, C.; RAMIREZ, E.; WORNOAYPORN, V.; ISLAM, A.; AHMAD, S. A
protocol for storage and long-distance shipment of mediterranean fruit fly (Diptera:
Tephritidae) eggs. |. Effect of temperature, embryo age, and storage time on survival
and quality. Florida Entomologist, Gainesville, v. 90, n. 1, p. 103-109, 2007.

CANAL, N. A. Levantamento, flutuacdao populacional e analise faunistica das
espécies de moscas-das-frutas (Diptera, Tephritidae) em quatro municipios do
norte do Estado de Minas Gerais. 1997. 113 f. Tese (Doutorado em Entomologia
Agricola)-Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de S&o
Paulo, Piracicaba, 1997.

CARVALHO, J. M.; MIRANDA, D. L. As exportagoes brasileiras de frutas: um
panorama atual. Comércio Internacional, Universidade de Brasilia, Brasilia,
Disponivel em: <http://www.sober.org.br/palestra/13/1300.pdf>. Acesso em: 16 de
Maio de 2013.



11

CARVALHO, R. S. Biocontrole de moscas-das-frutas: historico, conceitos e
estratégias. Cruz das Almas: EMBRAPA/CNPMF, 2006. 5 p. Circular Técnica, 83.

CARVALHO, R. S. Metodologia para monitoramento populacional de moscas-
das-frutas em pomares comerciais. Cruz das Almas: EMBRAPA, CNPH, 2005. 17
p. (EMBRAPA, CNPH. Circular Técnica, 75).

CORREIA, R. C.; ARAUJO, J. L. P. Cultivo da Videira: Comercializagao, custos e
rentabilidade. Artigos Técnicos. EMBRAPA/SEMIARIDO, Petrolina, 2010.
Disponivel em:
<http://sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br/FontesHTML/Uva/CultivodaVideira_2
ed/comercializacao>. Acesso em: 16 de Maio de 2013.

CRESONI-PEREIRA, C.; ZUCOLOTO, F. S. Moscas-das-frutas (Diptera). In:
PANIZZI, A. R.; PARRA, J. R. P.; (Ed.). Bioecologia e nutricao de insetos: base
para o manejo integrado de pragas. Brasilia: Embrapa Informag¢ao Tecnoldgica;
Londrina: Embrapa Soja, 2009. p. 733-768.

DYCK, V. A.; FLORES, J. R.; VREYSEN, M. J. B.; FERNANDEZ, E. E. R.; TERUYA,
T.; BARNES, B.; RIERA, P. G.; LINDQUIST, D.; LOOSJES, M. Management of Area-
Wide Integrated Pest Management Programmes that Integrate the Sterile Insect
Technique. DYCK, V. A.; HENDRICHS, J.; ROBINSON, A. S. (Ed.). Sterile Insect
Technique: Principles and Practice in Area-Wide Integrated Pest Management
2005, X1V, Hardcover ISBN: 1-4020-4050-4, p. 525-542.

ENKERLIN, D.; GARCIA, L. R.; LOPEZ, F. M. Fruit flies from Mexico, Central and
South America. In: ROBINSON, A. S.; HOOPER, G. (Eds.). World crop pests: fruit
flies, their biology, natural enemies and control. Amsterdam: Elsevier, 1989. p.
83-90.

ENKERLIN, W.; MUMFORD, J. Economic evaluation at three alternative methods for
control of the Mediterranean fruit fly (Diptera: Tephritidae) in Israel, Palestinian
Territories, Jordan. Journal of Economic Entomology, Lanham, v. 90, p. 1066-
1072, 1997.

FOLLETT, P. A;; NEVEN, L. G. Current trends in quarantine entomology. Annual
Review of Entomology, Palo Alto, v. 51, p. 359-385, 2006.

GONG, P.; EPTON, M. J.; FU, G.; SCAIFE, S.; HISCOX, A.; CONDON, K. C;
CONDON, G. C.; MORRISON, N. I.; KELLY, D. W.; DAFA” ALLA, T.; COLEMAN, P.
G.; ALPHEY, L. A dominant lethal genetic system for autocidal control of the



12

Mediterranean fruit fly. Nature Biotechnology, New York, v. 3, n. 4, p. 453- 456,
2005.

KLASSEN, W. Area-wide integrated pest management and the sterile insect
technique. In: DYCK, V.A.; HENDRICHS, J.; ROBINSON, A.S. (Ed.). Sterile insect
technique. Principles and practice in area-wide integrated pest management.
Springer, Dordrecht, The Netherlands, 2005. pp. 39-68.

KNIPLING, E. F. Possibilities of insect control or eradication through the use of
sexually sterile males. Journal of Economic Entomology, College Park, v. 48, p.
459-462, 1955.

LAZZAROTTO, J. J.; FIORAVANCO, J. C. Tendéncias e sazonalidades nas
exportagcoes e importacoes brasileiras de uva de mesa. Informagbes
Econbmicas, Sao Paulo, v. 43, n. 1, p. 43-58, jan./fev. 2013.

MALAVASI, A. Mosca-da-carambola, Bactrocera carambolae, (Diptera: Tephritidae).
In: VILELA, E. F.; ZUCCHI, R. A.; CANTORE, F. (Ed.). Histérico e impacto de
pragas introduzidas no Brasil. Riberao Preto: Holos, 2001.p. 39-41.

MALAVASI, A.; MORGANTE, J. S. Biologia de moscas-das-frutas (Diptera:
Tephritidae). 1l: indice de infestagdo em diferentes hospedeiros e localidades.
Revista Brasileira de Biologia, Rio de Janeiro, v. 40, n. 1, p. 17-24, 1980.

MALA}/ASI, A.; NASCIMENTO, A. S Programa Bjofébrica Moscamed Brasil. In:
SIMPOSIO DE CONTROLE BIOLOGICO, 8., Aguas de S&o Pedro, 2003.
Resumos... Aguas de Sao Pedro: SEB, 2003. p. 52.

MALAVASI, A.; ZUCCHI, R. A.; SUGAYAMA, R. L. Biogeografia. In: MALAVASI, A;
ZUCCHI, R. A. (Ed.). Moscas-das-frutas de importancia econémica no Brasil:
conhecimento basico e aplicado. Ribeirdo Preto: Holos, 2000. cap. 10, p. 93-98.

MINISTERIO DO DESENVOLVIMENTO, INDUSTRIA E COMERCIO EXTERIOR.
Secretaria de Comércio Exterior - MDIC/SECEX. Sistema de anadlise das
informacdoes de comércio exterior (ALICE). Brasilia: MDIC/SECEX, 2012.
Disponivel em: <http://aliceweb2.mdic.gov.br>. Acesso em: 07 fev. 2012.

NASCIMENTO, A. S.; CARVALHO, R. S. Manejo integrado de moscas-das-frutas. In:
MALAVASI, A.; ZUCCHI, R. A. (Ed.). Moscas-das-frutas de importancia
econdmica no Brasil: conhecimento basico e aplicado. Ribeirdo Preto: Holos,
2000. p. 169-173.



13

NASCIMENTO, A. S; CARBALHO, R. S; ALVERANGA, C. D; ARAUJO, E. L; HAJI,
F. N. P. 2001. Status of the Ceratitis capitata (Tephritidae) as a pest in the irrigated
fruit crop project of northeast of Brazil. In: 4 th. Working Group on Fruit Flies of the
Western Hemisphere. Resumos...Mendoza, Argentina p. 56.

NAVA, D. E.; SILVA, E. S.; GUIMARAES, J. A.; DIEZ-RODRIGUEZ, G. I; GARCIA,
M. S.; BATISTA FILHO, A,; LEITE, L. G.; RAGA, A.; SATO, M. E. Controle biolégico
de pragas das frutiferas. In: PINTO, A. S.; NAVA, D. E; ROSSI, M. M.; MALERBO-
SOUZA, D. T. (Ed.). Controle biolégico de pragas na pratica. Barueri: Prol
Editora, 2006. p. 113-129.

NORRBOM, A.L. Fruit fly (Diptera: Tephritidae) classification and diversity.
2004. Disponivel em: <http://www.sel.barc.usda.gov/diptera/tephriti/Tephclas.htm>.
Acesso em: 04 de junho de 2013.

PARANHOS, B. A. J; NASCIMENTO, A. S.; BARBOSA, F. R.; VIANA, R; SAMPAIO,
R.; MALAVASI, A.; WALDER, J. M. M. Técnica do Inseto Estéril: nova tecnologia
para combater a mosca-das-frutas, Ceratitis capitata, no Submédio do Vale do
Sao Francisco. (Embrapa Semi-Arido. Comunicado Técnico, 137) Petrolina:
Embrapa Semi-Arido, 2008. 6p.

POLL, H.; KIST, B. B.; SANTOS, C. E.; REETZ, E. R.; CARVALHO, C.; SILVEIRA,
D. N. Anuario brasileiro de fruticultura 2013. Santa Cruz do Sul: Editora Gazeta,
Santa Cruz, 2013. 136 p.

SAMPERIO, J. G.; VALENZUELA, G. P. Importancia de la familia Tephritidae en la
fruticultura. In: CURSO INTERNACIONAL SOBRE MOSCA DE LA FRUTA, 6., 1992,
Chiapas, México. Resumo...Metapa de Dominguez: Programa MOSCAMED,
Chiapas, 1992.

WHITE, I. M.; ELSON-HARRIS, M. M. Fruit flies of economic significance: their
identification and bionomics. Wallingford: CAB International, 1992. 601 p.

ZUCCHI, R. A. Mosca-do-mediterréneo, Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae). In:
VILELA, E. F.; ZUCCHI, R. A.; CANTOR, F. (Ed.). Histérico e impacto das pragas
introduzidas no Brasil. Ribeirao Preto: Holos, 2001. cap. 1, p. 15-22.

ZUCCHI, R. A. Taxonomia. In: MALAVASI, A.; ZUCCHI, R. A. (Ed.). Moscas-das-
frutas de importancia econémica no Brasil: conhecimento basico e aplicado.
Ribeirao Preto: Holos, 2000. cap. 1, p. 13-24.



CAPIiTULO 1

AVALIAGAO DE DIFERENTES FORMULAGOES DE DIETAS LARVAIS PARA
Ceratitis capitata WIEDEMANN, 1824 (DIPTERA: TEPHRITIDAE) LINHAGEM
MUTANTE VIENNA 8 - TSL'

1Artigo a ser ajustado para submissdo ao comité editorial do periodico cientifico Scientia Agricola.
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Avaliagdo de diferentes formulagdes de dietas larvais para Ceratitis capitata

Wiedemann, 1824 (Diptera: Tephritidae) linhagem mutante Vienna 8 - ts/

Autora: Itala Cruz Damasceno
Orientador: Dr. Anténio Souza do Nascimento

Co-orientadora: Dra. Beatriz Jordao Paranhos

RESUMO - O custo da dieta larval e o rendimento ovo-pupa constituem um dos
pontos chaves nos programas da Técnica do Inseto Estéril (TIE). Ingredientes locais
que possibilitem uma adequada recuperagcdo de pupas sdo altamente desejaveis.
Entre os principais componentes da dieta, encontram-se: agentes texturizantes,
carboidratos, conservantes e proteinas. Este ultimo pode fazer a diferenga no que se
refere a qualidade dos insetos produzidos. Quatro formulagbes de dietas, com
diferentes fontes de proteinas em diferentes quantidades foram testadas: dieta (1)
levedura + gérmen de trigo, dieta (2) levedura + farelo de trigo, dieta (3) levedura e
dieta (4) levedura + farinha de soja. Para cada tratamento (dieta) foram utilizadas
cinco placas do tipo Gerbox contendo 200 g de dieta cada uma, onde foram
semeados mil ovos de Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: Tephritidae), linhagem
mutante Vienna 8 — tsl. As placas foram mantidas em salas com temperatura de 23 +
2 °C, umidade relativa 70 = 10%, fotofase de 14 h. Larvas do terceiro instar foram
coletadas entre o 7° - 12° dias apds inoculacao dos ovos na dieta. Foram avaliados
os parametros: rendimento ovo-pupa, peso da pupa (mg), propor¢ao de pupas
brancas e marrons, emergéncia (%) e voadores (%). O rendimento ovo-pupa,
emergéncia e voadores (machos e fémeas) nas dietas 1 e 2, foram similares,
embora estes parametros tenham sido menores quando comparados com as dietas
3 e 4. A dieta 2 apresentou valores de emergéncia (machos) e voadores (machos e
fémeas) inferiores ao parametro médio estabelecido pela IAEA/FAO para esta
linhagem. O peso das pupas (machos e fémeas) em todas as dietas esteve acima
do valor minimo exigido para esta linhagem, nao existindo diferengas significativas
entre as dietas testadas. As formulagdes 3 e 4 apresentaram os melhores resultados
quanto ao rendimento ovo-pupa e a propor¢ao de fémeas. A propor¢ao de fémeas

obtidas nestas dietas é altamente desejada para criagdo massal da linhagem tsl. As
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quantidades de fontes protéicas oferecidas nas diferentes dietas nao influenciaram
na fecundidade e fertilidade de fémeas adultas. Em paises com elevada producéao
de levedura e soja como é o caso do Brasil, a utilizacdo destes ingredientes como
fontes protéicas poderia ser a melhor opcao para ser usada na dieta larval de C.

capitata.

Palavras-chave: mosca-do-mediterraneo, criagdo massal, fontes de proteina.

Evaluation of different larval diets for development of Ceratitis capitata

Wiedemann, 1824 (Diptera: Tephritidae) Vienna 8 - ts/ mutant strain

Author: Itala Cruz Damasceno
Adviser: Dr. Anténio Souza do Nascimento

Co-adviser: Dra. Beatriz Jorddo Paranhos

ABSTRACT - The larval diet cost and yield pupae are one of the key points in a
Sterile Insect Technical (SIT) program. Local ingredients are highly desired that give
higher number of recovered pupae. Among the key ingredients in a diet, such as,
bulking agent, sugar, preservatives, and protein, the last one can make the difference
on the quality of reared insects produced. Four diets with protein sources in different
quantities were tested: (1) yeast + wheat germ; (2) yeast + wheat flour; (3) yeast and
(4) yeast + soybean flour. It was carried out five repetitions with 1000 eggs of
Ceratitis capitata Wiedemann (Diptera: Tephritidae), Vienna 8 — ts/ strain, in 200 g for
each larval diet, held at 23 + 2°C, 70 £ 10% RH and 14 h photophase. Third instar
larvae were collected from 7" to 12 days after eggs have been seeded. It was
observed the egg-pupae recovery, the emergence and flyers percentage, pupae
weight, and the proportion of female and male (white and brown pupae, respectively)
in each diet. Egg-pupae recovery, emergence and flyers (males and females) from
diets 1 and 2 were similar and lower than diets 3 and 4. Diet 2 yielded lower flyers

(males and females) and emergence (males) than the minimal standard to ts/ strain
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according to International Atomic Energy Agency (IAEA). Male and female pupae
weight from all diets had a suitable value according to quality control of ts/ strain, and
there was no significant difference among diets. The highest egg-pupae recovery and
female proportion were obtained in diets 3 and 4. These diets have showed the best
results in rearing C. capitata, Vienna 8 - tsl strain under Brazilian conditions, because
the adults quality, egg-pupae recovery, and females proportion were excellent
compared to the other ones. The proportion of females obtained in the collections of
diet 3 and 4 is highly desired in ts/ strains. Beside, in a country with the highest yeast
and soybean production in the world, these protein sources can be the best option to

be used as larval diet.

Key words: Medfly, mass rearing, protein source.

1 INTRODUGAO

Um dos principais requisitos para aplicacéo da técnica do inseto estéril (TIE)
no controle de moscas-das-frutas € a produgado em larga escala do inseto-praga que
se deseja controlar. O aumento da produgdo implica necessariamente na utilizagao
de grandes volumes de dietas artificiais para o desenvolvimento larval dos insetos.
Entretanto, para que a ampliagado da produgao aconteca de forma rapida e gradual,
dentro dos parametros bioldgicos adequados para o desenvolvimento do inseto, é
necessaria sua multiplicacdo em meio artificial que fornega os nutrientes essenciais
e condigbes ambientais favoraveis. E imprescindivel o estudo de novas fontes de
alimentacao alternativa, ricas em nutrientes, que viabilizem a producao de insetos
em larga escala, mas que sejam suficientemente eficientes e tenham baixo custo de

aquisicao.

A criacdo em larga escala da mosca-do-mediterraneo, C. capitata, com
aplicacdo para TIE requer a curto prazo, elevados investimentos financeiros,
principalmente, por exigir uma alta demanda de insumos, m&o-de-obra capacitada e

qualificada e infra-estrutura adequada. Para utilizacao desta técnica no Brasil, foi
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necessaria a instalagdo de uma biofabrica. Em agosto de 2005, foi implantada na
cidade de Juazeiro-BA, a Biofabrica Moscamed Brasil (BMB), com o propdésito de
criacdo em larga escala de C. capitata para aplicagao da TIE no combate a alta
infestacao desta praga no pélo de fruticultura irrigada do Vale do Submédio do Sao
Francisco (VSF). O VSF foi escolhido por ser considerado o maior podlo de
exportacao de frutas frescas do pais, tendo como principais culturas de exportagao,
a uva (Vitis vinifera L.) fina de mesa e a manga (Mangifera indica L.), que sao
produzidas durante quase todo o ano e sao alvos constantes de ataques por C.
capitata (BMB, 2013).

A TIE é o principal componente de muitos programas de controle integrado de
moscas-das-frutas no mundo (DYCK et al., 2005). Entretanto, para sua adequada
utilizacdo em programas de acdo, os insetos devem ser produzidos em grande
numero, esterilizados e liberados sistematicamente nas areas agricolas, onde os
machos estéreis copulam com as fémeas selvagens, evitando sua reprodugao
(KNIPLING, 1955).

Diante da necessidade de producdo em larga escala para TIE, inicialmente,
0s insetos selvagens eram coletados no campo e colonizados artificialmente.
Entretanto, essa pratica era bastante onerosa e despendia uma necessidade maior
de méao de obra. Com o avango dos conhecimentos da genética, das espécies em
questdo e da biologia molecular, novas estratégias foram desenvolvidas, permitindo
manipular certas caracteristicas biologicas para gerar novas linhagens mais
eficientes. Uma destas linhagens possibilitou a produgdo de somente machos, que
sdo os individuos que objetivamente contribuem para a indugédo da esterilidade no
campo. Mais recentemente, foram desenvolvidas linhagens da mosca-do-
mediterraneo que permitem a separacao dos sexos na fase embrionaria do inseto e
também na fase de pupa pela diferenga de cor. Estas linhagens s&o conhecidas
como linhagens de sexagem genética, GSS (Genetic Sexing Strain), e estao
embasadas em uma translocacao reciproca entre o cromossomo que determina o
sexo masculino e o autossoma que transporta o marcador ou a mutacio utilizada
para construir o sistema de sexagem (ROSSLER, 1979a; ROBINSON & VAN
HEEMERT, 1982; KERREMANS & FRANZ, 1994).
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Atualmente, a linhagem de C. capitata mais utilizada em programas da TIE a
nivel mundial é a linhagem de sexagem genética ts/ (temperature sensitive letal), que
foi desenvolvida com a finalidade de permitir a separacdo dos sexos desde a fase
embrionaria (ROBINSON et al.,, 1999). Esta linhagem leva como mutagbes a
sensibilidade letal a temperatura, ts/ (FRANZ et al., 1996), e a cor branca do pupario,
wp (white pupae) (ROSSLER, 1979b), produzindo embrides de fémeas sensiveis a
temperatura e fémeas adultas emergindo de pupario de cor branca, e embrides
machos, mais resistentes a temperatura, que emergem de pupario de cor marrom. A
separacao dos sexos e realizada mediante a exposi¢do dos ovos a uma temperatura
de 34 °C por 24 h (FISHER & CACERES, 2000; CACERES et al., 2000). Apds o0
tratamento térmico dos ovos, ocorre a morte dos embrides das fémeas e a linhagem
mantém sua configuracdo apropriada, dando continuidade somente a produgao de

machos originados de pupas marrons.

Na BMB a linhagem de C. capitata utilizada na produgao em larga escala é a
linhagem mutante Vienna 8 - tsl (GSS), importada da Agéncia Internacional de
Energia Atémica (IAEA), Vienna, Austria, e vem sendo utilizada atualmente no
programa de supressao da mosca-do-mediterraneo no VSF (PARANHOS et al.,
2008).

Para a criagcdo massal desta linhagem de C. capitata nas biofabricas, a
utilizacdo de uma dieta artificial balanceada oferecida durante a fase larval do inseto
constitui um dos requisitos mais importantes. As moscas-das-frutas, como qualquer
inseto, apresentam requerimentos nutricionais qualitativos necessarios tanto na fase
adulta quanto imatura, que sao universais. Estes sdo: proteinas, carboidratos,
lipidios, vitaminas do complexo B e sais minerais. Os trés primeiros,
macronutrientes, que sao requeridos em maior quantidade e os dois ultimos,
micronutrientes, em menores quantidades (DADD, 1985; JOACHIM-BRAVO, 2009).

As necessidades nutricionais dos insetos variam de acordo com a fase da
vida (crescimento, reproducdo, dispersdo) e com fatores abidticos como
temperatura, umidade, luminosidade e outros. Se as necessidades nutricionais dos
insetos ndo sao satisfeitas pelo alimento utilizado, eles sofrerdo danos na sua
performance, como o aumento do tempo de desenvolvimento, fecundidade e

fertilidades reduzidas, tamanho do adulto reduzido, o que pode interferir na
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capacidade de cépula e dispersédo, entre outros fatores (CHAPMAN, 1998). Na fase
imatura, a quantidade e a qualidade dos nutrientes consumidos afetam parametros
como: o peso da pupa, o tempo de desenvolvimento larval, a sobrevivéncia, a
composi¢ao quimica do corpo, o tamanho do adulto e a producdo de dvulos nas
fémeas, em alguns casos. Na fase adulta, a nutricdo é importante para a producao
de ovos, habilidade de coépula, sobrevivéncia, capacidade de dispersdo e a
renovagao cuticular, entre outros fatores (SLANSKY JUNIOR & SCRIBER, 1985;
CRESONI-PEREIRA, 2009).

As dietas larvais para moscas-das-frutas sao elaboradas com componentes
organicos nao purificados (oligidicas) e baseadas na formulagédo original sugerida
por Tanaka et al (1969). Geralmente essas contém farelo e sabugo de milho moido
ou bagaco de cana e outros componentes com propriedades similares, como agente
texturizante, disponiveis regionalmente; levedura, como fonte de proteina; agucar
como fago-estimulante e fonte de carboidratos; acido citrico ou acido cloridrico como
reguladores do pH e inibidores de crescimento de bactérias; e ainda benzoato de
sbédio, como inibidor de crescimento de fungos e leveduras (CHANG et al., 2001). E
ainda ha o componente que ocupa a maior proporgao, a agua (ao redor de 60%). A
agua desempenha um importante papel em minimizar o calor metabdlico que é
gerado durante o ultimo estagio de desenvolvimento larval (DOMINGUEZ et al.,
2010).

O rendimento ovo-pupa ou recuperacao de pupas decorrente da utilizagdo de
uma dieta larval adequada dentro do processo de producdo é ponto chave num
programa para TIE. Pequenas variacbes nos ingredientes da dieta larval podem
resultar em grande diferengca no rendimento da colonia de criagdo. O uso de
ingredientes que garantam um adequado rendimento de pupas é altamente

desejado durante o processo.

Neste sentido, a seguinte pesquisa teve como objetivo avaliar o
desenvolvimento larval de C. capitata linhagem mutante Vienna 8 — ts/ a partir do
estudo de quatro formulacdes de dietas larvais com o propédsito de determinar qual a
dieta com maior rendimento de pupas, sem afetar a qualidade dos adultos e com

melhor custo-beneficio, para ser introduzida no processo de producao da BMB.
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2 MATERIAL E METODOS

21 Experimento 1. Avaliagcdo de quatro formulagdoes de dieta para o

desenvolvimento larval de C. capitata, linhagem mutante Vienna 8 - tsl.

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cria Massiva, da Biofabrica
Moscamed Brasil, Juazeiro, Bahia, em salas climatizadas com temperaturas entre
18-23 °C, umidade relativa (UR) de 70 £ 10% e fotofase de 14 horas. O material
biolégico utilizado nesse trabalho foi proveniente da colénia de C. capitata linhagem
mutante ts/ - Vienna 8 da BMB. Todo o procedimento utilizado para preparagao das
dietas, bem como o controle de qualidade, foi realizado com base no Manual de
Controle de Qualidade da Agéncia Internacional de Energia Atémica
(FAO/IAEA/USDA, 2003).

Foram testadas quatro formulagdes de dietas larvais (Tabela 1), com
diferentes composi¢cdes nutricionais. Para cada formulacdo testada foram feitas
cinco repetigdes, utilizando-se cinco placas do tipo Gerbox (11x11x3cm) que
continham 200 g de dieta, cada uma. Para cada réplica, foram semeados sobre as
dietas artificiais 1000 ovos de C. capitata, linhagem mutante ts/ - Vienna 8, com 48h
de idade (Figuras 1A e 1B).

)

Figura 1. Placa contendo 1000 ovos (A). Ovos sendo inoculados em dieta artificial (B).
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Tabela 1. Composicao das dietas artificiais utilizadas para o desenvolvimento

larvario de C. capitata, linhagem mutante Vienna 8 - tsl. Juazeiro (BA), 2013.

Ingredientes (%) Dieta larval

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4
Bagaco de cana 13,38 14,80 19,00 13,40
Farinha de Trigo 3,79 0,00 0,00 0,00
Farinha de Soja 0,00 0,00 0,00 8,24
Germe de Trigo 3,79 4,00 0,00 0,00
Acucar Cristal 11,38 11,90 12,00 8,24
Levedura de cerveja 8,53 8,90 9,00 8,24
Methylparaben (Nipagin) 0,00 0,00 0,40 0,24
Benzoato de Sdodio 0,28 0,27 0,30 0,20
Acido citrico 1,70 1,70 1,30 1,50
Tetraciclina 0,02 0,00 0,00 0,00
Agua Filtrada 57,13 58,40 58,00 59,94
Total 100 100 100 100

*As colunas representam a porcentagem (%) de cada nutriente por cada 100 gramas
de dieta.

Para testar a viabilidade dos ovos semeados, antes da inoculagdo dos
mesmos na dieta, uma amostra foi escolhida ao acaso para avaliar a taxa de
ecloséo das larvas (fertilidade). Placas de Petri (90x15mm) contendo uma esponja
coberta com tecido preto foram usadas para a melhor visualizagado da eclosao das
larvas e com ajuda de um pincel macio foram enfileirados e colocados sob o tecido.
Transcorridas 96 horas apds a montagem das placas, a eclosao foi avaliada com
auxilio de um microscépio estereoscépico binocular com aumento de 40x. A taxa de
eclosdo foi determinada mediante a formula: taxa de eclosdo= (No. de larvas
eclodidas/total de ovos) X 100 (FAO/IAEA/USDA, 2003).

Apods cinco dias, cada placa com dieta foi colocada dentro de uma bandeja
plastica (38x27x10cm) contendo agua, e em seguida, cobertas com tecido voal
(Figuras 2A e 2B). Transcorridos sete dias, apos a inoculagdo dos ovos, as larvas
comegaram a saltar das dietas nas placas para a bandeja com agua, a medida que
atingiam o final do 3° estadio de desenvolvimento larvario; e durante seis dias

consecutivos, efetuou-se a coleta das larvas. O desenvolvimento larval foi conduzido
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em salas com temperatura e umidade relativa, controladas (T= 19-23 °C e UR=70 %
10%).

Figura 2. Bandejas contendo as placas com dietas larvais (A). Bandejas prontas

para as coletas larvais (B).

As larvas coletadas, diariamente, de cada bandeja foram retiradas da agua e
acondicionadas separadamente em placas de Petri (150x20mm) que continham uma
camada de vermiculita no fundo como substrato de pupacéo. As placas com pupas
foram mantidas durante oito dias em ambiente escuro climatizado a uma

temperatura de 18 £ 1 °C e umidade relativa de 80 £ 10%.

Dois dias antes da emergéncia dos adultos, a vermiculita foi peneirada para
recuperagao das pupas. Em seguida, as pupas marrons foram separadas das pupas
brancas, contadas e colocadas em placas de petri.

Os parametros avaliados foram: rendimento ovo-pupa; n°. de pupas/mL; peso
da pupa; emergéncia (%) e adultos voadores (%); propor¢do de machos (&) e

fémeas (?); para cada dieta testada.

O rendimento ovo-pupa (recuperagao de pupas) foi determinado através da
relacdo N° de pupas recuperadas/N° de ovos inoculados. Finalizada esta avaliagao,
de cada repeticao foi retirada uma amostra de pupas, sendo avaliado o numero de
pupas/mL. O peso das pupas foi verificado em balanga analitica de precisao, modelo
AR3130 e desvio de 0,001g (FAO/IAEA/USDA, 2003).
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Para determinar a emergéncia de adultos (%) e voadores (%), nos diferentes
tratamentos testados, outra amostra/tratamento/repeticdo de pupas foi retirada ao
acaso. Esta amostra foi subdividida em trés grupos de 100 pupas cada. As pupas
foram colocadas no centro de um circulo de papel sulfite (1 cm de altura e raio de 3
cm), e acondicionadas dentro de placas de Petri (90x15mm). Foram colocados
dentro de cada placa de Petri, tubos negros de PVC com altura de 10 cm € 9 cm de
didametro interno, polvilhado com talco inodoro nas paredes internas para impedir
que as moscas saissem caminhando. Posteriormente, os tubos referentes a cada
tratamento foram transferidos para uma gaiola de acrilico (30x30x30cm) que
continha pendurados no teto armadilhas adesivas de cor amarela (5 cm x 5 cm) para
captura dos adultos voadores (Figura 3) (FAO/IAEA/USDA, 2003).

Figura 3. Gaiola contendo tubos de PVC com pupas para o teste de adultos

voadores.

Apods cinco dias da emergéncia dos adultos, o material foi avaliado e o
namero de adultos semi-emergidos (SE), normal ndo voador (NN), ndo voador
defeituosos (DF) e puparios fechados (PF) foi contado. O percentual de emergéncia
foi calculado através da formula: (N° adultos emergidos/total de pupas) x 100. Para o
percentual de voadores utilizou-se a formula: 100- (PF-SE-NN-DF) X 100
(FAO/IAEA/USDA, 2003).

As quatro formulagdes de dietas testadas tiveram como agente texturizante o
bagacgo de cana-de-agucar. Na dieta 1 foi utilizada como fontes de proteina a farinha

de trigo, germe de trigo e levedura de cerveja. Na dieta 2, foi usado o germe de trigo
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e levedura de cerveja. A dieta 3, foi colocada somente levedura e na dieta 4, utilizou-

se farinha de soja e levedura de cerveja como fontes de proteina. A andlise

nutricional de cada ingrediente utilizado como fonte de proteina foi realizado com

base na tabela 2.

Tabela 2. Tabela nutricional dos ingredientes utilizados como fontes de proteinas

nas dietas testadas. Juazeiro (BA), 2013.

Tabela nutricional dos ingredientes™
(Porgéo de 100g)

Gérmende trigo Farinha de soja Farinha de trigo Levedura de cerveja
NDB N°20078 NDB N°16416 NDB N°20081

NDB N°18375

Agua g
Calorias kcal
Proteina g
Carboidratos, por diferenca g
Lipides totais (gordura) g
Fibra total dietética g
Acucares totais g
Minerais

Calcio, Ca mg
Ferro, Fe mg
Magnésio, Mg mg
Fosforo, P mg
Potassio, K mg
Sodio, Na mg
Zinco, Zn mg
Total mg
Total g
Vitaminas

Vitamina C, acido ascorbico mg
Tiamina mg
Riboflavina mg
Niacina mg
Vitamina B-6 mg
Folato total mg
Vitamina A, RAE mg
Vitamina A, IU U

Vitamina E (alpha-tocopherc mg
Vitamina K (phylloquinone) g

Total mg
Total g
Lipidios

Acidos graxos, total saturadc g
Acidos graxos, total mono-in g
Acidos graxos, total poli-insz g
Total

11,12 3,81 11,92 5,08
360,00 439,00 364,00 325,00
23,15 38,09 10,33 40,44
51,80 30,38 76,31 41,22
9,72 21,86 0,98 7,61
13,20 0,00 2,70 26,90
0,00 0,00 0,27 0,00
39,00 188,00 15,00 30,00
6,26 5,82 4,64 217
239,00 369,00 22,00 54,00
842,00 476,00 108,00 637,00
892,00 2041,00 107,00 955,00
12,00 12,00 2,00 51,00
12,29 3,58 0,70 7,94
2042,55 3095,40 259,34 173711
2,04 3,10 0,26 1,74
0,00 0,00 0,00 0,30
1,88 0,41 0,79 10,99
0,50 0,94 0,49 4,00
6,81 3,29 5,90 40,20
1,30 0,35 0,04 1,50
0,28 0,23 0,29 2,34
0,00 0,01 0,00 0,00
0,00 110,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,06 0,00
0,00 0,00 0,30 0,40
10,78 5,22 7,58 59,33
0,01 0,01 0,01 0,06
1,67 3,16 0,16 1,00
1,37 4,83 0,09 4,31
6,01 12,34 0,41 0,02
9,04 20,33 0,66 5,33

9
* Tabela nutricional elaborada com base nos ingredientes utilizados como fontes de proteinas. Fonte: USDA

Nutrient Database for Standard Reference, Release 25 (Maio 2013).
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2.2 Experimento 2. Fecundidade e fertilidade de fémeas de Ceratitis capitata,
linhagem mutante Vienna 8 — ts/, desenvolvidas em diferentes formulagées de
dieta larval. Juazeiro (BA), 2013.

Para estudar a possivel influéncia do substrato larval nos parametros
reprodutivos das fémeas: fecundidade (numero de ovos produzidos) e fertilidade

(numero de larvas eclodidas) foi realizado um segundo experimento.

Este experimento foi conduzido no mesmo local e sob condigbes ambientais
semelhantes a do experimento 1. Os paradmetros avaliados foram: numero de ovos
produzidos pelas fémeas e a taxa de eclosao de larvas das fémeas procedentes das

quatro formulacdes de dietas larvais testadas (Tabela 1).

Para cada formulacao testada foi utilizada uma bandeja plastica (50x40x3cm)
que continham 3 kg de dieta, cada uma. Em cada dieta, foram semeados 1,5 mL de
ovos de C. capitata, linhagem mutante Vienna 8 - tsl, com 48 h de idade. As coletas
larvais e de pupas foram realizadas seguindo a metodologia aplicada no

experimento anterior.

Das pupas coletadas, foram retiradas amostras ao acaso para cada dieta,
aproximadamente, 3000 pupas marrons (machos) de 12 coleta e 3000 pupas
brancas (fémeas) de 42 coleta, pois sao os melhores machos e fémeas da col6nia de
criacdo da linhagem mutante ts/ (BMB, 2013). Essas pupas foram confinadas
separadamente em gaiolas (baleiros plasticos de 3,5 litros de capacidade), para
aguardar a emergéncia dos adultos. No segundo dia apés a emergéncia, os adultos
foram retirados dos baleiros. Destes, 15 machos e 15 fémeas, foram transferidos
para baleiro plastico (3,5 litros) adaptado para oviposi¢ao (tela voal de 6 x 10 cm, na
lateral) (Figura 4), contendo agua filtrada e dieta de adulto na proporgéo de 1 parte
de protéina hidrolizada Biones® para 3 partes de acucar (SILVA NETO et al., 2012).

Foram montadas cinco repeticdes para cada tratamento (dieta larval testada).
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Figura 4. Gaiolas (“baleiros”) para postura das fémeas.

No terceiro dia apds a emergéncia, as fémeas comegaram a copular com os
machos e ja no quinto dia teve inicio a postura dos ovos. Os ovos foram coletados
durante dez dias consecutivos e com ajuda de um pincel macio foram colocados em
placas de Petri (90x15mm) com uma esponja coberta com tecido preto para
posterior contagem e visualizacdo da eclosdo das larvas. As placas de Petri
contendo os ovos foram transferidas para B.O.D. a uma temperatura de 25 °C
durante 96 horas. Apds esse periodo, o material foi avaliado com auxilio de um
microscopio estereoscopico binocular com aumento de 40x. O numero total de ovos
foi contado e a taxa de eclosdo foi determinada mediante a férmula: taxa de
eclosao= (No. de larvas eclodidas/total de ovos) X 100 (FAO/IAEA/USDA, 2003).

2.3 Analise estatistica

Para os dois experimentos, o delineamento experimental utilizado foi o
Desenho Inteiramente Casualizado (DIC) com 4 tratamentos (formulacdes de dietas)
e 5 repeticdes. Os dados foram analisados estatisticamente mediante a utilizacdo do
programa SAS versao 9.0. Os resultados obtidos foram submetidos a analises de
variancia. Para comparagao das médias entre os tratamentos foi realizado o teste de

Tukey (5 % de significancia).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Experimento 1

As dietas ou formulagbes que apresentaram o maior rendimento ovo-pupa
foram a 3 (0,38) e 4 (0,41), n&o existindo diferencas estatisticamente significativas
entre elas. A “recuperacado de pupas” foi menor para as formulagbées 1 e 2. Estas
formulagdes nao apresentaram diferencas entre elas, mas apresentaram diferencgas
estatisticamente significativas com as dietas 3 e 4 (Figura 5). Quando se trata de
linhagens GSS ts/ no processo de criagdo massal, as dietas larvais devem permitir
uma “recuperacao de pupas” igual ou superior a 30%, em especial, a quantidade de
pupas brancas (fémeas) deve ser representativa, quando se objetiva a ampliagao

das colbénias e consequente aumento da produgao de ovos na geragao subsequente.
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Figura 5. Rendimento ovo-pupa de Ceratitis capitata linhagem mutante Vienna 8 - ts/
em diferentes dietas larvais. Juazeiro (BA), 2013. As colunas representam as médias
* erro padrao dos tratamentos. Colunas com letras diferentes apresentam diferencas

estatisticamente significativas entre elas (Teste de Tukey, p<0.0001, F529=17,52).

Analisando a composi¢éo nutricional das dietas testadas (Figura 6), pode-se
observar que a formulagao 4 possui quantidades de proteinas e lipidios superior as
outras formulagdes, e as quantidades de carboidratos foram fornecidas em nivel

mais préximo aos niveis de proteinas. Esta dieta possui uma maior proporcéo de
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proteina no fornecimento de levedura mais farinha de soja (6,44 g/100g dieta) em
comparagao ao fornecido nas dietas 1, 2 e 3 (4,7, 4,5 e 3,6 g/100g de dieta,
respectivamente). As altas concentragdes de carboidratos (agucares) na dieta
parecem influenciar negativamente quanto a este parametro, ja que este aspecto
pode estar relacionado com a alta recuperagao de pupas observada. O tipo e o
percentual de proteina, assim como a menor quantidade de carboidrato utilizado
foram preponderantes para o desenvolvimento das larvas e a viabilidade dos
adultos. Segundo Fay (1989), as proteinas tém papel importante na construgéo e
regeneracao de érgaos e tecidos do corpo do inseto. Na dieta 3, embora tenha sido
oferecida uma quantidade de proteinas menor do que nas outras dietas (3,69/100g
de dieta), ela possui, assim como na dieta 4, uma quantidade de carboidratos menor
quando comparado as dietas 1 e 2, aspecto que permitiu também um bom
rendimento ovo-pupa e uma quantidade de pupas brancas satisfatéria. Este aspecto
parece demonstrar que quanto menor o fornecimento de carboidratos ou mais
equilibrado a relagao de carboidratos e proteinas nesta fase de desenvolvimento do

inseto melhor sera o rendimento da dieta.
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Figura 6. Composi¢ao nutricional das quatro formulagdes larvais testadas. Juazeiro
(BA), 2013. As colunas apresentam a porcentagem de cada nutriente por cada 100g
de dieta.

O peso das pupas (brancas e marrons) obtidas em todas as dietas testadas,
manteve-se acima do parametro aceitavel para a linhagem mutante ts/ (7,0 mg)
(Figura 7) (FAO/IAEA/USDA, 2003). Embora a menor recuperagao de pupas tenha
ocorrido na dieta 1, as pupas brancas (fémeas) foram as mais pesadas (9,7 mg) e

consequentemente obtiveram o menor numero de pupas/mL (50), visto que este
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parametro é inversamente proporcional ao peso (Figuras 7 e 8). Nas dietas 3 e 4
onde se obteve o maior numero de pupas, o peso das pupas brancas foi menor do
que o observado nas dietas 1 e 2. Isto era esperado, como o total de pupas
recuperadas foi maior nessas dietas, mais larvas se alimentavam. Como uma
estratégia de sobrevivéncia natural da espécie, as larvas passaram menos tempo na
dieta para evitar competicdo por alimento e ficaram um pouco mais leves. Neste
parametro, a dieta 1 nao diferiu estatisticamente da dieta 2, porém houve diferenga
estatistica entre as dietas 3 e 4 (Figura 9). E importante ressaltar que foi observado
durante o experimento que as larvas oriundas das dietas 1 e 2 levaram mais tempo
para saltar da dieta, ficando tempo superior ao esperado, 0 que em processos de
cria massiva em biofabricas, ndo é desejavel. Esse aspecto também pode ser
explicado devido a alta concentragcdo de carboidratos na dieta, pois a torna mais
pegajosa dificultando a mobilidade das larvas. Isso também explica o maior peso
das pupas nessas dietas. Quanto ao peso das pupas marrons nao houve diferencas
estatisticas significativas entre os tratamentos. Entretanto, as pupas de machos
foram menos pesadas do que as pupas de fémeas. Isso ocorre devido ao
comportamento da linhagem GSS ts/, os machos tendem a saltar primeiro da dieta e
as fémeas, provavelmente, para absorver maiores quantidades de proteinas para

maturacdo de ovos, saltam mais tardiamente, ficando mais pesadas do que os

machos.
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Figura 7. Peso da pupa branca (mg) e a quantidade de pupas obtidas/mL. Juazeiro

(BA), 2013. As colunas representam as médias + erro padrao dos tratamentos.
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Figura 8. Peso da pupa marrom (mg) e a quantidade de pupas obtidas/mL. Juazeiro

(BA), 2013. As colunas representam as médias + erro padrao dos tratamentos.

O peso corporal € um dos fatores fundamentais no processo de metamorfose
dos insetos. Um armazenamento adequado de reservas nutritivas € extremamente
importante, pois garante um desenvolvimento pupal satisfatério (CRUZ et al., 2000).
Em geral, as dietas com maior rendimento ovo-pupa, desenvolveram pupas mais
leves, porém este parametro foi superior ao estabelecido pela IAEA/FAO (2003) para

todas as dietas testadas, nao interferindo na emergéncia dos adultos.
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Figura 9. Peso das pupas brancas (fémeas) e marrons (machos) desenvolvidas nas

diferentes formulacdes testadas. Juazeiro (BA), 2013. As colunas representam as
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médias = erro padrdo dos tratamentos (fémeas: p<0.01, Fs529=7,48; machos:
p=0.1264, F324=2,21).

A proporcao de pupas (brancas e marrons), nas dietas 3 e 4 mostraram os
melhores resultados. Na dieta 3, a propor¢céo de fémeas foi de 43,5% em relacao
aos machos, 56,5%. Ja a dieta 4, para fémeas e machos, foi obtida 42,1% e 57,9%,
respectivamente. Uma relacdo de machos e fémeas mais equilibrada é altamente
desejado no processo de cria massiva de C. capitata, Vienna 8 - tsl (Figura 10). A
quantidade de pupas brancas deve ser cuidadosamente analisada, visto que para as
colénias matrizes de reprodugcéo o numero de fémeas pode fazer muita diferenca. A
proporcao de fémeas utilizada € de cinco para cada macho, pois o objetivo principal
€ a producgao de ovos. As dietas 3 e 4 nao apresentaram diferenga estatistica entre
elas quanto a proporgao de pupas brancas, porém diferiram significativamente das
dietas 1 e 2. A dieta 1, apresentou a menor propor¢éo de pupas brancas (18,8%), o
que representa uma diferenga de quase 25% a menos de pupas brancas quando

comparada com as dietas 3 e 4.
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Figura 10. Numero total de pupas e razdo sexual da progénie de Ceratitis capitata
linhagem mutante Vienna 8 - ts/ obtida nas diferentes formulagbes de dietas
testadas. Juazeiro (BA), 2013. As barras representam as médias. Colunas com
letras diferentes apresentam diferengas estatisticamente significativas entre elas
(Teste de Tukey, total de pupas: p«0.0001, Fs529=32,58; pupa branca: p<0.001,
F520=43,54; pupa marrom: p<0.0564 , F529=3,10).
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Os resultados obtidos dos parametros de emergéncia e de voadores (machos
e fémeas) estdo apresentados nas figuras 11 e 12. O comportamento do inseto nos
dois parametros, para os tratamentos 1 e 2 foram similares, porém com resultados
inferiores ao parametro requerido pela IAEA/FAO quando comparados aos
tratamentos 3 e 4. Entretanto, s6 houve diferenga significativa entre os machos. A
emergéncia nas dietas 1 e 2, ficou muito proximo ou abaixo do parametro requerido
pela IAEA/FAO e a percentagem de voadores, foi similar, ndo apresentando
diferenga estatistica. Os parédmetros de emergéncia e voadores para fémeas, em
todas as dietas, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativa, entretanto, as
dietas 3 e 4 tiveram resultados superiores aos parametros da IAEA/FAO. A dieta 2
foi a unica que apresentou valor de emergéncia (machos) inferior ao parametro
minimo estabelecido pela IAEA/FAO e voadores (machos e fémeas) muito proximo
ao parametro minimo estabelecido para a linhagem mutante ts/ (FAO/IAEA/USDA,
2003). As reservas nutritivas para os dois parametros geram resultados muito
importantes quando se objetiva machos e fémeas saudaveis, emergidos sem

defeitos e voadores aptos para acasalar.
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Figura 11. Emergéncia de adultos fémeas e machos de Ceratitis capitata linhagem
mutante ts/ - Vienna 8 desenvolvidos em diferentes dietas larvais. Juazeiro (BA),

2013. As colunas representam as médias * erro padrdo dos tratamentos. Médias
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com letras iguais ndo apresentam diferengas estatisticamente significativas entre
elas (fémeas: p=0,1482, F324=2,04; p<0.05, F324=5,20).
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Figura 12. Adultos voadores de Ceratitis capitata linhagem mutante ts/ - Vienna 8
desenvolvidos em diferentes dietas larvais. Juazeiro (BA), 2013. As colunas
representam as medias + erro padrdo dos tratamentos. (fémeas: p=0,1690,
F324=1,91; machos: p<0,05, F324=4,84).

3.2 Experimento 2

Os resultados da fecundidade e fertilidade média das fémeas adultas oriundas
das dietas testadas s&o apresentados nas figuras 13 e 14. Os valores desses dois
parametros reprodutivos foram semelhantes para as quatro formulacdes avaliadas.
N&o houve diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos, o que indica
que as diferengas no balango nutricional entre as dietas larvais nao influenciaram

nesses dois parametros de adultos.
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Figura 13. Fecundidade média diaria de fémeas de Ceratitis capitata, linhagem
mutante Vienna 8 — ts/ recuperadas das dietas testadas. Juazeiro (BA), 2013. As
colunas representam as médias dos tratamentos * erro padrdo das médias. Nao

houve diferengas estatisticas entre os tratamentos. Fq 47 = 3,29 p = 0,2618.

80 1

70

60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10
0 ; . . .

Dieta 1 Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4

Fertilidade média/fémea (%)

Figura 14. Fertilidade média diaria de fémeas de Ceratitis capitata, linhagem mutante
Vienna 8 — tsl recuperadas das dietas testadas. Juazeiro (BA), 2013. As colunas
representam as médias dos tratamentos + erro padrdo das médias. Nao houve

diferengas estatisticas entre os tratamentos. F3 3= 3,29, p = 0,0526.

As figuras 15, 16, 17 e 18, mostram as médias da fecundidade e fertilidade

das fémeas durante 10 dias consecutivos nas quatro formulagdes testadas. A partir
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do 2° dia a produgao de ovos aumentou gradativamente. As fémeas desenvolvidas
nas dietas 1 e 2 atingiram o pico de produgédo de ovos ao 6° dia com média de 45,7
e 47,1 ovos/fémea, respectivamente. Para as fémeas oriundas da dieta 3 a maior
producdo de ovos foi observada entre o 6° e 0 9° dia. As fémeas procedentes da
dieta 4, apresentaram uma producdo de ovos mais estavel desde os primeiros dias,
nao manifestando um pico de producao caracteristico. A fertilidade manteve-se
superior a 55% o0 que é satisfatério para esta linhagem segundo o manual da
IAEA/FAO (2003). A fertilidade média obtida na dieta 1 foi 61,2%, dieta 2, 66,8% e
dietas 3 e 4 (59,0 e 65,4%), respectivamente. Nao houve diferengas estatisticamente

significativas quanto a este parametro nas quatro formulagées testadas (Figura 14).
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Figura 15. Fecundidade e fertilidade diaria de fémeas de Ceratitis capitata, linhagem
mutante Vienna 8 — ts/, oriundas da dieta 1 durante 10 dias consecutivos. Juazeiro
(BA), 2013.
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Figura 16. Fecundidade e fertilidade diaria de fémeas de Ceratitis capitata, linhagem
mutante Vienna 8 — ts/, oriundas da dieta 2 durante 10 dias consecutivos. Juazeiro
(BA), 2013.

50 - - 70

© - 60

5 40 -

ks L5 o
o} X
5 a0 - L0 o
< ®
S c30 2
o i~
3 20 @
g 10 10

§

zZ 0 A L0

Idade das fémeas (dias)

mmmmm NOmero de ovos/fémealdia Fertilidade diaria (%)

Figura 17. Fecundidade e fertilidade diaria de fémeas de Ceratitis capitata, linhagem
mutante Vienna 8 — ts/, oriundas da dieta 3 durante 10 dias consecutivos. Juazeiro
(BA), 2013.
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Figura 18. Fecundidade e fertilidade diaria de fémeas de Ceratitis capitata, linhagem
mutante Vienna 8 — ts/, oriundas da dieta 4 durante 10 dias consecutivos. Juazeiro
(BA), 2013.

A tabela 3 mostra a relagdo custo - beneficio para produzir um milhdo de
pupas desta linhagem de C. capitata nas quatro formulagdes de dietas testadas.
Pbde-se observar que os menores custos de produgdo no que se refere a dieta
larval, correspondem as dietas 3 e 4. A dieta 4 possui um custo/Kg maior que dieta
3, porém foi a que apresentou 0 maior rendimento ovo-pupa. As dietas 1 e 2 séo
aquelas com relagao custo-beneficio inferior, pois a recuperagéo de pupas foi baixa,
assim como a propor¢cado de pupas brancas. Essa relacdo demonstra que quanto
menor o rendimento ovo-pupa maior sera a quantidade de dieta necessaria para
produzir a mesma quantidade de pupas das dietas 3 e 4. O custo com dieta larval
pode aumentar cerca de 60%, dependendo da dieta utilizada, em comparagéo a

dieta mais barata (dieta 3).



39

Tabela 3. Relagao custo-beneficio para producdo de 1 milhdo de pupas de colbnia
de Ceratitis capitata linhagem Vienna 8 ts/ nas diferentes formulagdes testadas.
Juazeiro (BA), 2013.

Consumo Custo de Custo de 1
Rendimento Volume de
Dietas de dieta  1Kg de dieta milhdo de
Ovo-pupas Ovos (ml)* » - i
(k@) (R$) pupas (R$)
Dieta 1 0,25 160,0 320,0 1,31 419,2
Dieta 2 0,27 148,1 296,3 1,27 376,3
Dieta 3 0,38 105,3 210,5 1,24 261,1
Dieta 4 0,41 97,6 195,1 1,47 286,8

* 0 volume de ovos foi calculado com base no rendimento ovo-pupa por dieta e
estimativa do numero de ovos/mL (25000 ovos).

** refere-se ao consumo de dieta para produzir 1 milhdo de pupas da colbénia. O
calculo foi baseado na utilizagcao de 1,5 mL de ovos para cada 3 kg de dieta.

*** custo levantado a partir do setor de compras da BMB (atualizado em maio
2012).

**** custo da dieta para producio 1 milhdo de pupas da colénia.

4 CONCLUSOES

O balango nutricional das formulacdes 3 e 4, mostrou os melhores resultados

na multiplicacao de C. capitata Vienna 8 — tsl.

A recuperagao de pupas, a qualidade dos adultos (machos e fémeas) e a
proporcado de fémeas, foram superiores nas formulagdes 3 e 4, quando comparadas

com as outras formulacdes testadas.

As quantidades de fontes protéicas oferecidas nas diferentes dietas durante a

fase larval nao influenciaram na fecundidade e fertilidade de fémeas adultas.

Em paises com elevada produgao de levedura e soja como € o caso do Brasil,
a utilizagédo destes ingredientes como fonte protéica poderia ser a melhor opgéo para

ser usada na dieta larval de C. capitata Vienna 8 — tsl. A melhor relagédo custo-
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beneficio para produgcdo de 1 milhdo de pupas foi obtida nas formulagbes 3 e 4,

embora a formulagéo 4 tenha um maior teor de proteinas.
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CAPIiTULO 2

USO DE RAIO X NA IRRADIAGAO DE PUPAS DE Ceratitis Capitata
WIEDEMANN, 1824 (DIPTERA: TEPHRITIDAE) LINHAGEM VIENNA 8 — TSL'

1Ar‘cigo a ser ajustado para submissao ao comité editorial do periddico cientifico Scientia Agricola.
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Uso de raio X na irradiacao de pupas de Ceratitis capitata Wiedemann, 1824

(Diptera: Tephritidae) linhagem Vienna 8 — ts/

Autora: Itala Cruz Damasceno
Orientador: Dr. Anténio Souza do Nascimento

Co-orientador: Dra. Beatriz Jorddo Paranhos

RESUMO - As fontes de Cobalto-60 (raio gamma) tém sido usadas durante um
longo tempo para esterilizar machos de Ceratitis capitata (Wiedemann) (Diptera:
Tephritidae) em programas da técnica do inseto estéril (TIE) ao redor do mundo. A
producdo de fontes deste tipo foi descontinuada e a Agéncia Internacional de
Energia Atdmica (IAEA) prop6s o desenvolvimento de uma nova maquina com uma
fonte de raio X, a qual estd sendo usada pela Biofabrica Moscamed Brasil desde
dezembro de 2010. Foram desenvolvidos testes com o propdsito de determinar a
melhor dose de radiagdo X para atingir o nivel de esterilidade desejada em machos
de C. capitata, linhagem mutante Vienna 8 — tsl. Foram irradiadas pupas da primeira
coleta larval, 48 a 24 horas antes da emergéncia dos adultos, com as seguintes
doses (tratamentos): 0 (testemunha), 80; 95; 115 e 125 Gy. Apds a emergéncia dos
adultos, para cada tratamento foram montadas cinco gaiolas “baleiros” com 25
casais/cada. A partir do terceiro dia apés a formagao dos casais, diariamente e
durante trés dias consecutivos foram feitas coletas de ovos para avaliar a fertilidade
das fémeas. A esterilidade, os parametros de emergéncia, adultos voadores e
longevidade sob condicbes de estresse apds 48 horas resultantes das diferentes
doses aplicadas foram comparadas com a testemunha (material ndo irradiado). Os
machos irradiados com as diferentes doses de raio X induziram um alto nivel de
esterilidade em fémeas de C. capitata. A fertilidade das fémeas nao mostrou
diferenca significativa entre as doses testadas [80 Gy (3,0%), 95 Gy (1,2%), 115 Gy
(0,6%) e 125 Gy (0,3%)], porém houve diferenga estatistica com a testemunha (71,4
%) nas quatro doses avaliadas. Nao houve diferenga estatistica entre as doses para
0s parametros: emergéncia de adultos, adultos voadores e longevidade sob
estresse. A porcentagem de emergéncia de adultos e adultos voadores foi de: 75;
77; 78; 83; 76% e 73; 76; 76; 80 e 74%, para as doses 0; 80; 95; 115 e 125 Gy,
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respectivamente. A longevidade dos adultos sob estresse foi: 67; 71; 68; 65 e 68%
para as doses 0; 80; 95; 115 e 125 Gy, respectivamente. Os resultados indicam que
as diferentes doses de raio X, ndo afetaram a qualidade dos insetos. Além do mais,
mostram a sustentabilidade e praticidade do uso desta tecnologia na indugéo de
esterilidade em machos de C. capitata. Segundo o manual da IAEA/FAO, a
esterilidade recomendada para programas de supressdo atravées da TIE é,
aproximadamente, 99% de ovos inviaveis. De acordo com os resultados observados,
a dose de 115 Gy pode ser utilizada como dose padrdo para esterilizagdo de

machos utilizando radiagao X.

Palavras-chave: Técnica do Inseto Estéril, raio X, mosca-do-mediterraneo.

Using X-ray for males sterilization of Ceratitis capitata Wiedemann, 1824

(Diptera: Tephritidae) Vienna 8 tsl mutant strain

Author: Itala Cruz Damasceno
Adviser: Dr. Antdnio Souza do Nascimento

Co-adviser: Dra. Beatriz Jordao Paranhos

ABSTRACT - Gamma rays from Co-60 source have been used for a long time to
sterilize fruit flies males in SIT programs worldwide. The production of Gammacell
Co-60 was discontinued and the IAEA/FAO joint division has supported the
development of a new irradiator with a X-ray source, which has been used by
Moscamed Brazil since December 2010. Studies were carried out to achieve a
desirable sterility by using X-ray machine in males of Ceratitis capitata (Wiedemann)
(Diptera: Tephritidae), tsl-Vienna 8 strain. Pupae from the same lot were irradiated
with X-ray in the doses of 0, 80, 95, 115 e 125 Gy, at 48 to 24 h before emergence.
Sterility, emergence, flyers, and mortality under stress after 48h were compared to
control not irradiated. Irradiated males induced high sterility on medfly females. The

females fertility did not show statistic difference among all X-ray doses [80 Gy (3,0%),
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95 Gy (1,2%), 115 Gy (0,6%) and 125 Gy (0,3%)], but they were significantly different
from control (73,1%). There were not statistical differences on emergence, flyers and
mortality under stress among doses and control. The percentage of emergence and
flyers were 75, 77, 78, 83, 76% and 73, 76, 76, 80, 74%, for control and the doses
80, 95, 115 e 125 Gy, respectively. Longevity under stress were 67, 71, 68, 65 and
68%for the doses of 0, 80, 95, 115 e 125 Gy, respectively. Results indicate that X-ray
doses used did not affected the quality of medfly males, and 115 Gy could be a
recommended doses as standard sterilization since the sterility is higher than 99%.

The result also shows the feasibility by using X-ray machine in SIT programs.

Key words: Sterile Insect Technique, X ray, mediterranean fruit fly

1 INTRODUGAO

O uso de radiagao ionizante é bastante empregado para a esterilizagdo de
inseto em muitos paises. A irradiacdo causa rupturas nos cromossomos das células
germinativas, levando a mutagdes letais dominantes nos espermatozoides e nos
ovulos (LACHANCE et al.,1967; CURTIS, 1971). Este tipo de radiagdo é oriundo de
radioistopos como Cobalto-60 (°°Co) ou Césio-137 (**'Cs), de elétrons gerados por

aceleradores ou de raio X gerados por feixe de elétrons (WALDER, 2000).

Um dos principais propésitos da aplicagéo da radiagao ionizante em insetos &
o controle de pragas através da técnica do inseto estéril (TIE) (BAKRI et al. 2005a).
A TIE é um método de controle de uma populagéo de insetos em que um grande
numero de individuos esterilizados, e da mesma espécie, sao liberados sobre uma
area para reduzir a populagdo nativa da praga através do acasalamento com os
insetos selvagens (KNIPLING, 1955; MORRISON et al., 2009). Esta técnica é
utilizada em varios paises para o controle, supressao e até mesmo erradicacao de
espécies de moscas-das-frutas e outras pragas da agricultura, pecuaria e saude
publica. O emprego da TIE minimiza a utilizagdo continua de inseticidas, ndo é
agressiva ao ambiente e se adequa aos mais rigidos padrbées de seguranga

alimentar. Segundo Benedict e Robinson (2003) as principais vantagens da TIE
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consistem em ser ambientalmente amigavel, especifica (atinge uma espécie em
particular), compativel com outros métodos de controle, tal como o controle

biolégico, e sua eficacia aumenta a medida que ocorre o declinio da populagao alvo.

Os programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) tém incentivado o uso da
TIE no controle de moscas-das-frutas. Tanto a espécie C. capitata quanto outras
espécies de moscas-das-frutas sao alvos constantes de controle, através da
supressao em larga escala, erradicagédo ou prevencgao, baseados na TIE (KOYAMA
et al., 2004). No principio, esta técnica era utilizada para controlar C. capitata, com a
liberacdo de machos e fémeas estéreis, 0 que acarretava em danos nos frutos pelo
ato de oviposicao da fémea liberada e na diminuicdo da probabilidade de cépula
entre machos estéreis e fémeas selvagens (PARANHOS, 2005). Entretanto, para
aumentar a eficiéncia da técnica, geneticistas e entomologistas da Agéncia
Internacional de Energia Atdmica (IAEA), da Austria, desenvolveram a linhagem
Vienna 8 - ts/, a qual possui duas mutagdes genéticas: a pupa pode ser diferenciada
pela cor (pupa marrom = macho, pupa branca = fémea), e a outra é a sensibilidade
letal a temperatura, possibilitando a eliminacdo de embrides fémeas com choque
térmico de 34 °C por 24h. Essas mutagdes permitiram a criagdo e a liberagdo de
apenas machos estéreis no campo com significativa redugéo de custos do processo
de producdo (FRANZ & KERREMANS, 1993). Programas da TIE utilizando esta
linhagem vém apresentando sucesso em varias partes do mundo (KOYAMA, 1994;
DYCK et al., 2005; IAEA, 2008). Entretanto, a escolha do método de esterilizagao
que sera aplicado aos insetos € um dos pré-requisitos importantes para o sucesso

dessa técnica.

Segundo Bakri et al (2005a), o método de esterilizagdo mais empregado
mundialmente é a radiagao ionizante, sendo a radiagdo gama proveniente de fontes
de radioisétopos, como ®°Co e ™'Cs as mais comuns. Também podem ser
empregados os elétrons de alta energia (5 - 10 MeV, gerados em aceleradores de
elétrons) e a radiagdo X. Esses trés tipos de radiagao tém efeitos similares sobre a
matéria e, em particular, sobre os insetos, ja que possuem valores de Eficiéncia

Biolégica Relativa semelhantes (Relative Biological Effectiveness ou RBE).

Os raios gama, os feixes de elétrons e os raio X sao radiagbes ionizantes. A

diferenga entre essas trés tecnologias de processamento esta na forma como a
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radiacédo primaria é transferida. Os raios gama e X s&o radiagdes eletromagnéticas,
com propriedades basicas de absorcao representadas pela diminuicdo exponencial
nas intensidades das radiacdes que, ao passar pela matéria, propiciam maiores
poderes de penetracdo, quando comparados aos feixes de elétrons. A partir da
década de 1950, verificou-se um grande avango nessa area de pesquisa, com a
irradiacdo da mosca-da-bicheira, Cochliomya hominivorax (Coquerel, 1858) (Diptera:
Calliphoridae) em Curagao. Atualmente, a esterilizacao de C. capitata, independente
da fonte utilizada, pode ser realizada na pupa 24 a 48 horas antes da emergéncia. O
tratamento confere a aplicacdo de doses especificas de irradiagdo que visem a
desestruturagdo do aparelho reprodutor do macho de C. capitata e com isso nao

seja possivel a geragao de uma nova descendéncia (MASTRANGELO et al., 2010).

Entretanto, varios estudos sdo necessarios antes da adogéo desta tecnologia,
no intuito de determinar seus efeitos sobre a esterilizagdo e qualidade dos insetos
irradiados. Quando se trata de questdes relativas a biosseguranga, em especial o
receio de atos terroristas, o risco de utilizagado de irradiadores de pequeno porte
serem usados como “‘bombas sujas” é grande, portanto esses tipos de
equipamentos estdo sendo descontinuados e novas propostas estdo surgindo, entre
elas o uso da radiacao X. Os trabalhos com este tipo de radiagao ionizante na
entomologia aplicada sao raros e a maioria data da década de 1950, com pesquisas
iniciais de TIE para C. hominivorax (BUSHLAND & HOPKINS, 1951; BUSHLAND
&HOPKINS, 1953; LINDQUIST, 1955; HOOPER, 1971b). Recentemente, foram
iniciados testes com a utilizagdo dessas maquinas que produzem radiagao ionizante
gerada a partir de eletricidade, pois confere menores riscos a saude. A fonte de raio
X pode ser melhor controlada assegurando menos riscos ao ambiente e ao homem
quando comparadas as fontes de °°Co e ''Cs. A tendéncia é haver uma
substituicdo gradativa desses equipamentos tradicionalmente utilizados por

maquinas de raio X.

No Brasil, a aplicagdo desta tecnologia (raio X) para irradiagdo de insetos,
iniciou-se em dezembro de 2010, na Biofabrica Moscamed Brasil (BMB). O pais foi
pioneiro na utilizacdo desta fonte para esterilizacdo de insetos em cria massiva. A
BMB implantada na cidade Juazeiro-BA, regidao nordeste do Brasil, faz uso de
radiagcdo X com a finalidade de aplicar a TIE dentro de um programa de manejo

integrado de moscas-das-frutas. A linhagem produzida em larga escala, é a
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linhagem mutante Vienna 8 - tsl de C. capitata e o equipamento utilizado para

esterilizacdo de machos é a maquina de raio X modelo RS400.

Apesar do sucesso da TIE depender de uma boa metodologia de criagédo
massal, a fonte radioativa utilizada & outro critério muito importante. De nada valera
todo o trabalho empregado, se ao final do processo, a radiagdo utilizada para
esterilizar os machos ndo for adequada, resultando em perdas de qualidade

biolégica dos insetos liberados em campo.

Estudos realizados para avaliar a qualidade de machos irradiados com fontes
de raios gama (6°Co) sdo bastantes comuns e podem ser encontrados em muitos
trabalhos referentes a TIE. Entretanto, existe caréncia desses estudos em relacao
ao uso da radiacdo X para esterilizagdo de machos em escala massal (CACERES et
al., 2007).

Neste trabalho foram desenvolvidos testes com o propésito de determinar a
dose de raio X necessaria para atingir o nivel de esterilidade desejada em machos
de C. capitata, linhagem mutante Vienna 8 - s/, a partir da irradiagdo com maquina
de raio X modelo RS400.

2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Entomologia, da
Biofabrica Moscamed Brasil - BMB, Juazeiro, Bahia, em salas climatizadas com
temperatura de 23 £ 2 °C, umidade relativa (UR) de 70 £ 10% e fotofase de 14
horas. O material bioldgico utilizado nesse trabalho foi proveniente da colénia de C.
capitata linhagem mutante Vienna 8 - ts/ da BMB. Todo o procedimento utilizado
para irradiacao de pupas, bem como o controle de qualidade, foi realizado com base
no Manual de Controle de Qualidade da Agéncia Internacional de Energia Atdmica
(FAO/IAEA/USDA, 2003).

Os insetos utilizados foram irradiados na fase de pupa, apenas pupas
marrons (machos) da primeira coleta larval, com 24 a 48 horas antes da emergéncia

dos adultos. Para irradiagdo, as pupas foram acondicionadas em hipdxia (auséncia
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de oxigénio) dentro de bolsas plasticas com capacidades de 1kg. Uma etiqueta de
irradiacao foi colocada em cada uma das bolsas para verificar a irradiagcdo do
material, visto que apds receber a dose de irradiacdo a marca na etiqueta passou de
vermelho para preto. Posteriormente, estas bolsas contendo pupas, foram
transferidas para o centro de um canister (recipiente utilizado para colocar as
amostras a serem irradiadas), sendo o restante do espaco (5L) preenchido com
arroz, material mais proximo a densidade das pupas, para garantir que as mesmas
permanecessem no local desejado e recebessem a mesma dose central. Foram
utilizadas as seguintes doses (tratamentos): 0 (controle), 80; 95; 115 e 125 Gy,
sendo 5 tratamentos, cada um com cinco repeticdes. O material foi irradiado em uma
fonte de raio X, modelo Rad Source RS 2400, equipamento produzido nos EUA para
ser utilizado especificamente na esterilizagao de insetos. A taxa de dose utilizada foi
de aproximadamente 2,754 Gy/min. O irradiador foi operado com uma voltagem de
120 Kv e corrente de 18 mA (Figura 1A, 1B e 1C).

Figura 1. Maquina de raio X, modelo Rad Source RS 2400 (A) e painel de controle
(B). Detalhe do canister utilizado para esterilizagao de pupas de Ceratlitis capitata,

linhagem mutante Vienna 8 — ts/ (C). Juazeiro (BA), 2013.
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Apoés a irradiagado, o material foi transferido e mantido em sala climatizada a
uma temperatura de 18 °C e Umidade Relativa de 60 £10% por 3 horas para atingir
a temperatura corpérea adequada a emergéncia dos insetos. Em seguida as pupas

foram retiradas dos sacos e colocadas em bandejas plasticas dentro de gaiolas.

Foram avaliados os parametros de qualidade, tais como: emergéncia de
adultos (%), adultos voadores (%), mortalidade sob estresse apds 48 horas e
fertilidade de fémeas apds cépula com machos irradiados com as diferentes doses
de raio X.

2.1 Efeito da radiagao sobre a fertilidade

No experimento de avaliacao da fertilidade das fémeas, para cada tratamento
(dose), foram montadas gaiolas de acrilico (30x30x30cm) com pupas de machos
irradiados e pupas de fémeas férteis (n&o irradiadas) da linhagem Vienna 8 - ts/
contendo dieta de adulto na propor¢ao de uma parte de protéina hidrolizada Biones®
para trés partes de acgucar refinado e agua filtrada a parte (KRAINACKER et al.,
1987; SILVA NETO et al., 2012). As gaiolas foram montadas separadamente de
acordo com o sexo, no intuito de aguardar a emergéncia dos adultos. No segundo
dia apdés a emergéncia, 25 machos estéreis e 25 fémeas férteis, foram transferidos
com ajuda de uma mangueira de borracha adaptada, para baleiros plasticos (3,5
litros) preparados para oviposi¢éo (tela voal de 6 x 10 cm, na lateral) contendo dieta
de adulto na mesma proporcado descrita anteriormente. Foram montadas cinco

repeticdes por tratamento.

No terceiro dia apds a emergéncia, os casais iniciaram a cépula e apos dois
dias, as fémeas comegaram a postura. Durante trés dias consecutivos foram
retiradas amostras aleatérias de ovos para avaliar a fertilidade das fémeas
copuladas com machos irradiados, resultante das diferentes doses aplicadas. Foram
montadas placas de Petri (90x15mm) contendo uma esponja coberta com tecido
preto usado para a melhor visualizagdo dos ovos e da eclosdo das larvas e com
ajuda de um pincel macio os ovos foram enfileirados sobre o tecido. As placas de

Petri contendo os ovos foram transferidas para B.O.D. a uma temperatura de 25 °C
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durante 96 horas. Apds esse periodo, o material foi avaliado com auxilio de um
microscopio estereoscopico binocular com aumento de 40x. O numero total de ovos
foi contado e a taxa de eclos&o foi determinada mediante a férmula: taxa de ecloséo
(fertilidade) = (n° de larvas eclodidas/total de ovos) X 100 (FAO/IAEA/USDA, 2003).

2.2 Longevidade sob estresse

Para avaliacdo da mortalidade sob condi¢gdes de estresse apos 48 horas,
amostras de pupas irradiadas foram retiradas para cada tratamento. Previamente,
foram montadas cinco gaiolas (30x30x30cm) sem agua e alimento, onde colocou-se
1000 pupas cada, para aguardar a emergéncia dos adultos. Apds a emergéncia,
para cada tratamento, 500 machos provenientes de cada dose de radiagdo, recém-
emergidos foram escolhidos ao acaso, sugados, com ajuda de uma mangueira de
borracha adaptada, e transferidos para recipiente (placas Gerbox) apropriado ao
teste. Cinco placas do tipo Gerbox/tratamento, contento um orificio lateral de 1 cm
de didmetro foram montadas, com100 machos confinados em cada placa. As placas
com os adultos, ndo continham alimento nem agua e foram transferidas para uma
sala escura. Os insetos ficaram mantidos durante 48 horas em completa escuridao.
Apos este periodo, foi contabilizado o numero de adultos mortos. A mortalidade sob
estresse apos 48 horas foi calculada através da férmula: (N° adultos mortos/N° total
adultos) x 100 (FAO/IAEA/USDA, 2003).

2.3 Emergéncia e Habilidade de véo de adultos de C. capitata

Para determinar a emergéncia de adultos (%) e voadores (%), nos diferentes
tratamentos, uma amostra/tratamento de pupas foi retirada ao acaso. Esta amostra
foi subdividida em cinco grupos de 100 pupas cada um. As pupas foram colocadas
no centro de um anel de papel (1 cm de altura e raio de 3 cm), e acondicionadas
dentro de placas de Petri (90x15mm). Sobre estas, foram colocados tubos negros de

PVC com altura de 10 cm e 9 cm de didametro interno, polvilhado com talco inodoro
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nas paredes internas para impedir que as moscas saissem caminhando.
Posteriormente, os cinco tubos de cada tratamento foram transferidos para uma
gaiola de acrilico (30x30x30cm) com pisos adesivos de cor amarela (5 cm x 5 cm)
pendurados no teto, para a captura dos adultos voadores (FAO/IAEA/USDA, 2003).

Apos cinco dias da emergéncia dos adultos o numero de adultos semi-
emergidos (SE), normal ndao voador (NN), ndo voador defeituosos (DF) e puparios
fechados (PF) foram contabilizados. A emergéncia foi calculada através da férmula:
(N° adultos emergidos/total de pupas) x 100. Para o percentual de voadores utilizou-
se a formula: 100- (PF-SE-NN-DF) X 100 (FAO/IAEA/USDA, 2003).

2.4 Analise estatistica

O delineamento utilizado foi o Desenho Inteiramente Casualizado (DIC) com
cinco tratamentos e cinco repetigdes. Para a analise estatistica dos dados foi
utilizado o programa SAS versao 9.0. Os resultados obtidos foram submetidos a
analises de variancia de classificagdo simples. Foi realizado teste de comparagao de

médias entre os tratamentos (Teste Tukey, 5 % de significancia).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Esterilidade induzida em fémeas de C. capitata copuladas com machos

irradiados com raio X.

Os machos irradiados com as diferentes doses de raio X mostraram um alto
nivel de esterilidade apds copular com fémeas férteis de C. capitata linhagem
Vienna 8 - tsl. Diferengas significativas ndo foram observadas entre as doses
testadas [80 Gy (97%), 95 Gy (98,8%), 115 Gy (99,4%), 125 Gy (99,7%)]. Porém,

houve diferengas estatisticas quando comparadas ao controle (0 Gy), que foi de
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28,6%. Na tabela 1 péde-se observar que houve uma diminuicdo na fertilidade das
fémeas com o aumento da dose de radiacdo. Consequentemente, a esterilidade foi
maior a medida que aumentou a dose de radiagdo nas pupas. Resultados
semelhantes foram observados por Mastrangelo (2009) e Rocha (2011) em estudos
realizados com machos da mesma linhagem de C. capitata. Os autores constaram
uma relagdo direta entre o aumento da dose de radiagéo grau de esterilidade dos
machos. Mastrangelo (2009) verificou que as doses de raios X que induziam 50, 90
e 99% de esterilidade foram de 11,9; 34,71 e 82,7 Gy, respectivamente.

Tabela 1. Esterilidade induzida em fémeas de Ceratitis capitata linhagem Vienna 8 -
tsl copuladas com machos irradiados com diferentes doses de raio X. Juazeiro (BA),
2013.

Doses Esterilidade (%) £ EPM* Fertilidade (%) £ EPM*
0 Gy 28,6+1,76 b 714+1,76a

80 Gy 97,0+ 0,52 a 3,0£0,52b

95 Gy 98,8+0,23 a 1,2+0,23b

115 Gy 99,4+0,10 a 0,6+0,10b

125 Gy 99,7+ 0,04 a 0,3+0,04b

*Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo Teste
de Tukey, F2,87 = 1432,21 p<0,0001.

Quando as fémeas foram copuladas com machos irradiados nas doses de
115 e 125 Gy apenas 0,6 e 0,3% de fertilidade foi observado, respectivamente.
Enquanto que o controle (0 Gy) apresentou uma viabilidade de 71,4%. Estas doses
(115 e 125 Gy) ndo causaram 100% de esterilidade, o que €& aceitavel, tendo em
vista que Fisher (1997) afirmou que as doses de radiagao, utilizadas para obter
acima de 99% de esterilidade, reduzem significativamente a competitividade dos

machos.

De acordo com o Manual da FAO/IAEA/USDA (2003), o grau de esterilidade
exigido depende das necessidades do programa de agéo (supressao, erradicagao

ou prevengao) utilizado por cada pais. No Brasil, a TIE é utilizada com a finalidade
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de suprimir a populacéo de C. capitata, ja que é dificil obter a erradicagdo em areas
que nao sejam geograficamente isoladas e que nao possuam barreiras
fitossanitarias intermunicipais e interestaduais eficientes, pois o risco de novas
infestacbes é eminente. Em programas de supressao populacional, a média
aceitavel de esterilidade de machos desta linhagem é de 99%. As doses de raio X
que induziram valores acima de 99% foram 115 e 125 Gy. Resultados que diferem
dos observados por Mastrangelo (2009), que atingiu 99% de esterilidade com uma
dose estimada para raio X de 82,7 Gy, segundo equacgao de probit. Por outro lado,
Mastrangelo (2011), em testes realizados com C. hominivorax, obteve 99% de
esterilidade com uma dose bem menor de raio X (43,7 Gy). Segundo Bakri et al.
(2005a), as doses esterilizantes podem variar entre ordens, familias, géneros e
mesma espécie, e isto pode ocorrer devido a fatores genéticos, fisicos, alimentares
que as pupas sao acondicionadas durante a irradiagao, bem como com a qualidade

do material irradiado e interferéncia humana (manuseio e outros fatores).

3.2 Longevidade de C. capitata sob estresse

N&o houve evidéncia estatistica significativa do efeito das diferentes doses de
radiagdo X sobre a longevidade dos machos de C. capitata sob condi¢gdes de

estresse nutricional (Figura 2).

O Manual da FAO/IAEA/USDA (2003) relata que, para linhagem mutante ts/
de C. capitata, a porcentagem minima de sobrevivéncia € 50% de individuos vivos,
apos um periodo de 48 h no escuro, sem agua e alimento. No presente trabalho

foram observados valores superiores ao recomendado.
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Figura 2. Porcentagem média da sobrevivéncia sob estresse de machos de Ceratitis
capitata (linhagem Vienna 8 - tsl), irradiados com diferentes doses de raio X.
Juazeiro (BA), 2013. As colunas representam as médias * erro padrdo. NS*= nao

houve diferenca estatistica entre os tratamentos, F;g7= 0,18 p = 0,9460.

Os resultados do teste de longevidade sob estresse expressam uma medida
relativa das reservas nutricionais disponiveis para o macho adulto no momento da
emergéncia, e proporciona informagdo sobre a qualidade dos insetos a serem
liberados. Portanto, torna-se um indicador dos elementos gerais associados ao
processo de criacdo de larvas, conteudo nutricional da dieta larval, densidade de
larvas por quilograma de dieta, condicbes ambientais, entre outros fatores que
podem afetar a capacidade da mosca em armazenar nutrientes durante o estagio
larval, e assim prolongar a longevidade da mosca adulta. Dessa forma, os dados
obtidos nesse trabalho demonstram que os machos avaliados apresentavam boa
reserva nutritiva, esperando-se assim bom desempenho, se liberados em campo.
(FAO/IAEA/USDA, 2003).

3.3 Emergéncia de adultos e habilidade de voo de C. capitata

As doses de radiagao utilizadas n&o afetaram significativamente a emergéncia

dos adultos, assim como a habilidade de voo dos mesmos (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Porcentagem média de emergéncia de machos de Ceratitis capitata
(linhagem Vienna 8 - tsl), provenientes de pupas irradiadas com diferentes doses de
radiacdo. Juazeiro (BA), 2013. As colunas representam as médias * erro padrao.

NS*= ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, F,s7= 0,58; p = 0,6776.
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Figura 4. Porcentagem média da habilidade de voo de machos de Ceratitis capitata
(linhagem Vienna 8 - tsl), provenientes de pupas irradiadas com diferentes doses de
radiacdo. Juazeiro (BA), 2013. As colunas representam as médias * erro padrao.

NS*= ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, F2 g7 = 0,40 p=0,8047.
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Com base no Manual da FAO/IAEA/USDA (2003), a média minima aceitavel
pos-irradiacdo para emergéncia de adultos (%) e adultos voadores (%) desta
linhagem de C. capitata é de 70 e 60%, respectivamente. Os resultados obtidos no
presente trabalho revelam que a menor média de emergéncia de adultos (76%) e
habilidade de v6o do adulto (73 %) foi alcangada na dose de 125 Gy, mas todos os
tratamentos apresentaram valores acima do recomendado pelo Manual da
FAO/IAEA/USDA. Mastrangelo (2009), estudando pupas irradiadas da mesma
linhagem, relatou uma porcentagem média de emergéncia, variando de 90,4 a

92,8%, valores superiores aos observados no presente estudo.

Estimativas precisas da porcentagem de pupas que originardo machos
adultos com capacidade minima de voar servem como um indicativo do
desempenho destes machos estéreis em condicbes de campo, permitindo assim
avaliar a competitividade destes frente aos machos selvagens. Sob esta 6tica, os
machos avaliados apresentam capacidade para competir de forma eficiente com os

machos selvagens pelas copulas de fémeas selvagens na natureza.

4 CONCLUSOES

As doses de raio X utilizadas ndo afetaram a qualidade dos insetos, uma vez
que todos os parametros de qualidade (longevidade sob estresse, emergéncia do
adulto e habilidade de voo) avaliados, mantiveram-se acima da média aceitavel para

a linhagem mutante Vienna 8 — tsl da mosca-do-mediterréaneo, Ceratitis capitata.

Das doses aplicadas, nenhuma provocou 100% de esterilidade nos machos.
Entretanto, a dose de 115 Gy pode ser recomendada para esterilizagdo de machos
da linhagem ts/ com raio X, considerando que foi obtido um porcentual de
esterilidade de 99,4%. O resultado é satisfatério de acordo com as recomendacdes
do Manual da FAO/IAEA/USDA (2003), para programas de supresséo populacional,
respondendo também pelos melhores valores quanto a maioria dos pardmetros de

qualidade de insetos.
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