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Resumo

FERREIRA, Marcio Soares. Substratos de oviposicéao e dietas artificiais para
adultos de Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae). 2018. 33f. Trabalho de
Concluséo de Curso — Graduacao em Ciéncias Bioldgicas Bacharelado,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

A drosdfila-da-asa-manchada Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera,
Drosophilidae) é considerada uma praga de pequenos frutos na Asia, Europa e
Ameérica do Norte. Seu primeiro registro no Brasil, e também na América do Sul, foi
em 2013. Tal espécie € conhecida por causar danos em frutos de epicarpo delgado,
visto que ovipositam nos frutos causando apodrecimento dos mesmos. Para a
realizacdo de estudos bioldgicos eficientes e de baixo custo, bem como melhorar a
emergéncia de adultos e a fecundidade em laboratério, se faz necessario o
conhecimento de substratos de oviposicdo e dietas artificiais adequadas para
adultos. Neste contexto, este trabalho teve como objetivo verificar a eficiéncia de
diferentes substratos de oviposi¢cdo, bem como a adequagédo de uma dieta artificial
para adultos de D. suzukii. Para os estudos da qualidade dos substratos de
oviposigdo foram disponibilizados aos insetos “frutos artificiais” formulados com
diferentes componentes gelificantes e diferentes sabores, e foi avaliado o niumero de
ovos depositados diariamente, a viabilidade dos mesmos e a mortalidade durante 14
dias. Para a avaliagcdo das dietas artificiais, adultos de D. suzukii foram alimentados
com dietas de composicfes variadas, sendo avaliados os parametros biol6gicos de
fecundidade, fertilidade, e de mortalidade durante 21 dias. Os resultados para os
substratos de oviposicdo demonstraram que os componentes gelificantes agar
comercial e pectina citrica, quando associados ao agar po puro bacteriolégico, assim
como o sabor gelatina de framboesa, apresentaram os melhores resultados nos
parametros bioldgicos avaliados. Quanto a adequacdo de uma dieta artificial o
estudo demonstrou que insetos adultos alimentados com dietas formuladas com
levedura associada a aglcar ou gérmen de trigo em sua composicdo, apresentaram
os melhores resultados para fecundidade, fertilidade e mortalidade.

Palavras-chave: drosdfila-da-asa-manchada; espécie invasora; fruto artificial;
substrato alimentar; pequenos frutos.



Abstract

FERREIRA, Marcio Soares. Ovipositional substrats and artificial diets for adults
of Drosophila suzukii (Diptera: Drosophilidae). 2018. 33f. Final Term paper —
Bachelor’s degree in Biological Sciences, Instituto de Biologia, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2018.

The spotted wing drosophila Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera,
Drosophilidae) is considered a pest for small fruits in Asia, Europe and North
America. The first record for this species in Brazil, and in South America, was in
2013. Drosophila suzukii is known for causing damage to soft skinned fruits, since
females of this species present the behavior of puncturing the tegument during
oviposition, and the larvae development renders unfeasible the commercialization of
the fruits. This invasive species is a reason of concern for fruit growers and scientific
community, due to the losses reported in other countries. For performing biological
studies in an efficiently and resourcefully way, as well as improving adults
emergence and fecundity in laboratory, it is necessary the knowledge regarding
oviposition substrates and adequate artificial diets for adults. Thus, this study had the
objective of evaluating the efficiency of different oviposition substrates, as well as the
suitability of an artificial diet for adults. To the studies regarding the quality of the
oviposition substrates, artificial fruits were offered to the insects, with different gelling
agents and different flavours to evaluate the number of eggs laid daily and their
viability for a period of 14 days. To evaluate the adult artificial diets, flies were feed
on diets of different compositions and fecundity and fertility, and mortality were
evaluated for a period of 21 days. In the study on oviposition substrates, the
commercial agar and citrus pectin gelling components when associated with pure
bacteriological powder agar and raspberry gelatine flavor were the ones that
presented the best results in the biological parameters evaluated. Regarding the
adequacy of an artificial diet the study showed that adult insects fed diets with yeast
associated with sugar and or wheat germ presented the best results in the biological
parameters evaluated.

Key-words: spotted wing drosophila; invasive species; artificial fruits; cherry fly;
small fruits.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Lista de Figuras

Modelo da unidade experimental “gaiola” contendo dieta e fruto
artificiais utilizada para individualizar os casais de Drosophila
510 A0 | SR

Frutos artificiais com diferentes componentes gelificantes: A)
agar po puro bacteriologico 50%; B) agar po puro bacteriolégico +
pectina citrica; C) agar p6 puro bacteriolégico + farinha de arroz
Pré-gelatiniZada............ceiiiiiiiii e

Frutos artificiais com diferentes sabores: A) Gelatina de
framboesa; B) Gelatina de uva; C) Gelatina de morango; D) Suco
de morango; E) Suco de uva; F) Néctar de amora..............c.ccoeeuee..

Dietas artificiais com diferentes formulagcbes: A) Levedura; B)
Acucar; C) Gérmen de trigo; D) Banana in natura;, E)
Acucar+Levedura; F) Acucar+Gérmen; G) Levedura+Gérmen; H)
Acucar+Levedura+tGEermeNn..............uuuueriiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeananns

18

19

21



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6 -

Lista de Tabelas

Fecundidade e viabilidade de ovos de Drosophila. suzukii
depositados em substratos de oviposi¢cao com diferentes
QEIIFICANTES. .. . ———————

Mortalidade de Drosophila suzukii expostas a substratos artificiais
com diferentes gelificantes..........ccccceeeiiiiiiii i,

Fecundidade e viabilidade de ovos de Drosophila suzukii
depositados em substratos de oviposi¢cdo com diferentes
5= |01 0] £

Mortalidade de Drosophila suzukii expostas a substratos artificiais
com diferentes SADOIES..........ooiiiiiiiiiiiiiiie e

Fecundidade e viabilidade de ovos de Drosophila suzukii
expostas a diferentes dietas artifiCiais............cccoeeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiininnn.

Mortalidade de Drosophila suzukii em diferentes dietas
ANTITICIAIS. vttt e

24

25

26

26

27

27



Sumario

L INTrOAUGEOD ...ttt e e e e e e e e e e e e e
2 ReVISA0 de lTeratura.......ccoeeeeiii it
2.1. Importancia dos substratos de oVipOSIGaO0..........cccvvvvvvrvreeneenn.
2.2. Importancia do desenvolvimento de dietas artificiais..............
3 Material € MELOUOS......uuuiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e
3.1. Avaliacédo de substrato de oviposicao de D. suzukii................
3.1.1. Experimento 1- Avaliacdo de componentes gelificantes......
3.1.2. Experimento 2- Avaliagéo sensorial de frutos artificiais.......
3.2. Avaliacéo de dietas artificiais para adultos de D. suzukii........
3.3. ANAlise estatiStiCa........cccceevviiiiicc e
4 Resultad0S € dISCUSSA0.....cccueiiiiiiiiiiii ittt e e e e e e e e e e e e e e
5 CONCIUSDES.....cciiiiiiieeeeeeee et e e e e e e e e e e

Referéncias

10
13
13
15
17
18

20
21
23
24
29
30



1 Introducéo

Algumas espécies de moscas pertencentes a Drosophilidae (Diptera:
Brachycera) séo frugivoras na fase larval. Os drosofilideos sdo amplamente
estudados devido ao uso de Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) como
um organismo-modelo para estudos genéticos e em diversas outras areas,
além de apresentar espécies associadas a flores, frutos e outros substratos
em estagio avancado de decomposicdo (DAFF, 2013; SCHLESENER et al.,
2015). A espécie Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera,
Drosophilidae), também conhecida como drosofila-da-asa-manchada ou
Spotted Wing Drosophila (SWD), se destaca por atacar frutos intactos e
utiliza-los como local de oviposicdo e substrato para o desenvolvimento de
suas larvas (LEE et al., 2015).

Varios hospedeiros cultivados e ndo cultivados da drosdfila-da-asa-
manchada ja foram documentados (WALSH et al., 2011; LEE et al., 2015;
POYET et al., 2015), sendo descrita a associacdo com mais de 15 familias
botanicas (LEE et al., 2015). Sua agressividade pode ser explicada pela
diferenca de nicho em relacdo aos demais drosofilideos que, em geral, se
alimentam de microrganismos que se desenvolvem em frutos em
decomposicéo, recurso rico em proteinas o que contrasta com D. suzukii, que
utiliza frutos desde o estagio de amadurecimento a frutos maduros, recurso
pobre em proteinas e rico em carboidratos (JARAMILLO et al.,, 2015). A
selecéo de alimentos para a aquisicdo de nutrientes essenciais em valores e
saldos que maximizem o fitness foi observado em D. melanogaster, que se

alimenta e oviposita em frutos em decomposigao, integrando decisbes de
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alimentacao (nutricdo do individuo) e oviposicao (nutricdo dos descendentes)
durante o forrageamento (LIHOREAU et al., 2016).

Drosophila suzukii € considerada uma praga de pequenos frutos na
Asia, Europa e América do Norte (CINI et al.,2012), e seu primeiro registro no
Brasil e na América do Sul ocorreu em 2013 (DEPRA et al., 2014), tendo
potencial para invadir a Africa e a Oceania (DOS SANTOS et al., 2017). Esse
drosofilideo tem como caracteristicas morfoldégicas marcantes uma mancha
escura no apice das asas dos machos, além do terco final do abdome
inteiramente preto e duas fileiras de cerdas nos tarsos do primeiro par de
pernas. As fémeas podem ser identificadas pelo seu ovipositor robusto,
duplamente serreado, com uma série de dentes esclerotizados, que permitem
a oviposicdo no interior dos frutos (DEPRA et al., 2014; SCHLESENER et al.,
2014, 2015, 2017a,b,c).

A longevidade média das fémeas é de 73,2 dias a temperatura de
22°C, e a fecundidade total média € de 635,6 ovos durante o seu ciclo de vida
(EMILJANOWICZ et al., 2014). Os ovos possuem coloracdo esbranquicada e
apresentam dois filamentos respiratérios na porcao terminal de uma das
extremidades (HAUSER, 2011). Em média, 1,4 dias apds a oviposicdo ocorre
a eclosao das larvas, que possuem coloracdo branco-leitosa, e trés instares
ao longo de seu desenvolvimento larval (WALSH et al, 2011;
EMILJANOWICZ et al., 2014). As pupas sdo de coloracdo amarelo-
acinzentada no inicio do periodo, e adquirem coloragdo marrom com o passar
do tempo (SCHLESENER et al., 2015).

Em paises onde D. suzukii ja estd estabelecida o controle se da
principalmente através do uso de inseticidas como organofosforados,
piretrides e espinosinas (BRUCK et al., 2011; HAVILAND; BEERS, 2012,
CUTHBERTSON et al., 2014; SCHELESENER et al., 2017b). Para o Brasil,
ainda ndo ha produtos registrados para o manejo do inseto, impossibilitando a
utilizacao dessa forma de controle (AGROFIT, 2016).

Técnicas promissoras para 0 manejo sustentavel incluem a TIE
(Técnica do Inseto Estéril — TIE) (KRUGER et al., 2018) e séo alternativas
importantes para promover a supressao populacional de D. suzuki (GARCIA
et al., 2017). Para o sucesso de quaisquer tipos de controle, é necessario o

conhecimento de aspectos bioldgicos desse inseto. Nesse contexto, 0s
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objetivos desse estudo foram: i) desenvolver uma dieta artificial para adultos
de D. suzukii baseada em suas necessidades nutricionais, que melhore os
parametros biolégicos de fecundidade e fertilidade, e viavel economicamente,
e ii) desenvolver um substrato de oviposicdo que seja atraente a mosca, tanto
olfativo quanto visualmente, e cuja consisténcia nédo influencie negativamente
a oviposicao e sobrevivéncia das fémeas, em funcao da forca dispensada ao

depositar os ovos em tais substratos.



2 Revisao de literatura

A drosofila-da-asa-manchada Drosophila suzukii é uma espécie do
subgénero Sophophora, grupo melanogaster. Este grupo possui ampla
distribuicdo na Regido Oriental e Afrotropical e apresenta espécies que
invadiram todas as regiées biogeograficas do mundo, como D. melanogaster
Meigen, 1830, Drosophila simulans Sturtevant, 1919, Drosophila malerkotliana
Parshad e Paika, 1965, Drosophila ananassae Doleschall, 1858 e Drosophila
kikkawai Burla, 1954 (Diptera, Drosophilidae), espécies comuns no Brasil
(TIDON, 2006: GARCIA et al., 2012; POPPE et al., 2014). Drosophila suzukii
pertence a um subgrupo de espécies que possui seu nome (subgrupo
suzukii). Contudo, a monofilia do grupo melanogaster foi suportada em alguns
estudos (SCHAWAROCH, 2002; DA LAGE et al., 2007; GAO et al., 2011),
mas héa evidéncias moleculares que apontam o contrario, onde suas espécies
se misturam nas filogenias apresentadas com espécies dos subgrupos
elegans, eugracilis, melanogaster etakahashii formando um grande clado
denominado de “espécies orientais” (SCHAWAROCH, 2002; DA LAGE et al.,
2006).

2.1 Importancia dos substratos de oviposigcao

O desenvolvimento de bons substratos de oviposi¢cédo fornece material
para a elaboragdo de diversos estudos nas areas da biologia, ecologia e
controle de insetos, e dados sobre a preferéncia de oviposicdo sé&o
fundamentais para a formulacdo de substratos de oviposicdo que sejam

compativeis com as necessidades do inseto (SALLES, 1992). Drosophila
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suzukii ataca frutos intactos maduros ou em amadurecimento, que
apresentam firmeza e consisténcia caracteristicas. Em um estudo sobre o
comportamento de oviposicdo, fémeas expostas a mirtilos de diferentes
cultivares e estagios de maturacdo preferiram frutos com consisténcia mais
suave a frutos mais firmes (TAKAHARA; TAKAHASHI, 2016). Além de mirtilos
(Vaccinium myrtillus L.), morangos (Fragaria X ananassa Duch.), amoras
(Rubus sp.), framboesas (Rubus idaeus L.), cerejas (Prunus sp.) e uvas (Vitis
spp.) estdo entre os hospedeiros mais utilizados por D. suzukii, sendo
apontados como os frutos em que a mosca se desenvolve mais rapidamente,
coloca mais ovos, e apresenta maior sobrevivéncia (KINJO et al., 2012;
HARDIN et al., 2015; DIEPENBROCK et al., 2016).

Apesar de alguns frutos apresentarem compostos volateis atrativos
para a oviposicdo, suas propriedades fisicas e quimicas sdo perdidas ao
longo dos dias, em funcdo do amadurecimento e sua utilizacdo encarece 0s
custos durante a realizacdo de estudos biolégicos (SALLES, 1992). Uma
alternativa € a utilizacdo de “frutos artificiais”, que podem ser constituidos de
sucos e outros produtos comerciais, € que apresentem consisténcia e sabor
tdo atrativos quanto os frutos naturais, além de serem facilmente fabricados, e
possam ser mantidos sob refrigeracdo para uma posterior utilizagdo, sem
perder suas caracteristicas, a exemplo do substrato de oviposicdo contendo
suco concentrado de amora-preta, descrito por Salles (1992). Em estudo
recente, frutos artificiais de mirtilo ofertados a D. suzukii foram atrativos e
apresentaram viabilidade de ovos, semelhante a resultados com frutos
naturais (TAKAHARA; TAKAHASHI, 2016; McDEVITT; McROBERT;
FINGERUT, 2017).

Além da otimizacdo nas condicbes para a producdo de ovos, a
utilizagdo de um substrato artificial ideal tem efeito direto sobre a quantidade e
gualidade de ovos, facilitando ainda seu manuseio e visualizacdo durante a

realizacdo de experimentos biolégicos (SALLES, 1992).
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2.2 Importancia do desenvolvimento de dietas artificiais

O desenvolvimento de dietas artificiais adequadas permite o
estabelecimento de uma técnica que pode ser utilizada em estudos biolégicos
de insetos como D. suzukii, possibilitando também a avaliacdo de produtos
gue possam reduzir os custos de fabricacao das dietas. Uma dieta adequada
pode interferir diretamente no tamanho dos individuos, fecundidade e
emergéncia de adultos em laboratorio (HAMBY et al., 2016).

Embora os insetos tenham as mesmas necessidades nutricionais
bésicas, existe o desafio no desenvolvimento de dietas adequadas para a
criacdo de espécies com necessidades nutricionais especificas, como € o
caso de D. suzukii. Essa espécie diferencia-se dos demais drosofilideos
guanto ao balanco carboidrato-proteina, que prefere recursos alimentares
pobres em proteinas e ricos em carboidratos (JARAMILLO et al., 2015).

A maioria dos estudos acerca de exigéncias nutricionais de insetos
preconiza a adequacdo de dietas artificiais para os estagios imaturos. No
entanto, o desenvolvimento de dietas artificias adequadas para as
necessidades de moscas adultas é de extrema importancia, uma vez que
esses insetos apresentam um desenvolvimento larval curto, grande
longevidade de adultos e alto potencial bidtico (SCHLESENER et al., 2017a).

Em condicdes de laboratério, estagios imaturos de D. suzuKii
apresentaram resultados diferentes para parametros biol6gicos como
sobrevivéncia, fecundidade e razdo sexual quando expostos a diferentes
dietas artificiais, demonstrando a influéncia da dieta no desenvolvimento de
individuos e sua histéria de vida (EMILJANOWICZ, 2014).

Os carboidratos fornecem energia aos insetos e estdo presentes em
maior proporgéo que outros componentes nutricionais em qualquer alimento
ou dieta, sendo que em muitas espécies de insetos, os adultos sobrevivem,
reproduzem-se e ovipositam quando alimentados unicamente com
carboidratos (MALAVASI; ZUCCHI, 2000).

As leveduras representam uma importante fonte de proteinas e outros
nutrientes, e a sua disponibilidade afeta o desenvolvimento de imaturos,
assim como sdo oferecidas como presentes nupciais (HAMBY et al., 2012).

Um estudo verificou que Drosophila buzzatii Patterson & Wheeler, 1942
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apresenta uma preferéncia por espécies particulares de leveduras como
substrato alimentar, e tanto imaturos como adultos d&o preferéncia as
mesmas leveduras apesar de outras espécies terem sido ofertadas. A mesma
tendéncia foi observada em D. suzukii em um estudo que realizou a
identificacdo de espécies de leveduras em individuos adultos e imaturos
presentes em frutos de cereja e framboesa, reforcando a associacdo desse
componente alimentar em Drosophila (HAMBY et al., 2012).

A banana in natura € um alimento rico em nutrientes muito utilizado na
formulacéo de atrativos em iscas para drosofilideos, em fungéo do baixo custo
e facilidade de aquisi¢céo, e pode ser utilizada como dieta alternativa para a
manutencao de adultos de D. suzukii (DAVIS; PENG; LI, 2017). Quanto ao
componente gérmen de trigo ndo ha estudos acerca de sua utilizacdo e
efeitos na dieta de adultos de D. suzukii ou outros drosofilideos, de modo que
o estudo foi o primeiro que buscou avaliar sua influéncia nos parametros

bioldgicos observados.



3 Material e métodos

Os experimentos dos diferentes substratos artificiais de oviposicdo e
dietas para adultos de D. suzukii foram realizados no Laboratoério de Ecologia
de Insetos (LABEI), do Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética do
Instituto de Biologia e no Laboratério de Biologia de Insetos (LABIO), do
Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
na Universidade Federal de Pelotas. Os experimentos 3.1.1. e 3.1.2. foram
conduzidos sob condi¢cdes controladas em camara climatizada B.O.D., a
temperatura de 23+1°C, 70+10% de umidade relativa (UR) e 12:12h de
fotoperiodo, e o experimento 3.2 foi realizado em sala climatizada sob as

mesmas condigdes .

Criacédo de D. suzukii

Os insetos utilizados para os experimentos sdo provenientes da criacao
de manutencdo do Laboratorio de Biologia de Insetos (LABIO) da Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel. A criacdo foi originada a partir de adultos de D.
suzukii obtidos de frutos de amora (Rubus spp.) infestados, coletados em
janeiro de 2016 em Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil (31°38°20”S e
52°30'43”W). Um numero aleatério de insetos ndo sexados foi acondicionado
em tubos de vidro (85mm de altura x 25mm de didmetro), contendo 8 mL de
dieta artificial, com a formulag&o descrita por Schlesener et al. (2017a). Os
insetos sdo mantidos em sala climatizada, a temperatura de 23+3°C, 70+10%
de umidade relativa (UR) e 12:12h de fotoperiodo.
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3.1 Avaliacéo de substrato de oviposicao de D. suzukii
3.1.1 Experimento 1- Avaliacdo de componentes gelificantes

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 15
repeticbes com um casal para cada repeticdo. O fator de tratamento testado
foi o tipo de gelificante, componente que confere textura e consisténcia ao
substrato de oviposicao (fruto artificial).

Cada unidade experimental foi composta por uma gaiola confeccionada
com pote plastico transparente (200 mL), posicionado de forma invertida com
a superficie superior telada (2 cm de diametro) para permitir a aeracao.
Casais de seis dias de idade foram inoculados na gaiola e receberam dieta
artificial hidratada composta por actcar refinado (Alto Alegre®), leveduras
(Bionis® YE MS + Bionis® YE NF, na proporcdo de 1:1) e gérmen de trigo
(Walmon®) na proporcéo de 3:1:1 (NUNES et al., 2013) e o fruto artificial a ser
testado (Figura 1).

Figura 1 — Modelo da unidade experimental “gaiola” contendo
dieta e fruto artificiais utilizada para individualizar os casais de
Drosophila suzukii.
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Foram testados seis substratos compostos por: 1) agar p6é puro
bacterioldgico  (Dinamica®)(3,5g)(100%) + gelatiha de framboesa
(Neilar®)(2,5g), nipagin a 10% (2mL) e agua destilada (210mL)(modificado de
SALLES, 1992); 2) agar p6 puro bacteriolégico (Dinamica®)(1,75g)(50%), +
gelatina de framboesa (Neilar®)(2,5g), + nipagin a 10% (2mL) e agua destilada
(210mL); 3) agar p6 puro bacteriolégico (Dinamica®)(1,75g)(50%) + agar agar
comercial (Doce Gréao®)(1,75g)(50%), + gelatina de framboesa (Neilar®)(2,5g),
+ nipagin a 10% (2mL) e &gua destilada (210mL); 4) agar po puro
bacterioldgico (Dinamica®)(1,75g)(50%) + farinha de arroz pré gelatinizada
(1,759)(50%), + gelatina de framboesa (Neilar®)(2,5g), + nipagin a 10% (2mL)
e agua destilada (210mL); 5) agar pdé puro bacteriologico
(Dinamica®)(1,75g)(50%) + pectina citrica (Delaware®)(1,75g)(50%), +
gelatina de framboesa (Neilar®)(2,5g), + nipagin 10% (2mL) e agua destilada
(210mL); 6) agar p6 puro bacterioldgico (Dinamica®)(1,75g)(50%) + gelatina
natural sem sabor (Doce Grao®)(1,75g)(50%), + gelatina de framboesa
(Neilar®)(2,5g), + nipagin a 10% (2mL) e 4gua destilada (210mL)(Figura 2).

2 A agor emn pS

L’_Z Facinho de Arroz
Pec - aelatinmizodo.

Figura 2 — Frutos artificiais com diferentes componentes gelificantes: A) agar
po puro bacteriol6gico 50%; B) agar p6 puro bacterioldgico + pectina citrica;
C) agar po puro bacteriologico + farinha de arroz pré-gelatinizada.

A reposicéo dos frutos artificiais e a contagem dos ovos foi realizada
diariamente por um periodo de 14 dias, com o auxilio de um
estereomicroscépio Motic® SMZ-161 BL (aumento de 180x). A partir da
segunda postura, os ovos foram coletados com o auxilio de laminas de
barbear, diariamente até o 30° ovo, depositados em Placa de Petri contendo
papel filtro umedecido, e incubados em camara climatizada B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand), nas mesmas condicbes descritas

anteriormente. Apos 48h os ovos foram avaliados quanto a viabilidade, sendo
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0S 0VOS que apresentaram o cérion rompido e vazio considerados como

vidveis, e 0s que se mantiveram turgidos foram considerados inviaveis.
3.1.2 Experimento 2- Avaliacdo sensorial de frutos artificiais

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 15
repeticbes com um casal para cada repeticdo. O fator de tratamento testado
foi o sabor do fruto artificial. Foram avaliados o numero de ovos em cada
substrato bem como a viabilidade dos mesmos, conforme descrito
anteriormente.

Cada unidade experimental foi composta por uma gaiola confeccionada
com pote plastico transparente (200 mL), como descrito anteriormente. Casais
de seis dias de idade foram inoculados na gaiola e receberam dieta artificial
hidratada composta por aclcar refinado (Alto Alegre®), leveduras (Bionis® YE
MS + Bionis® YE NF, na proporcéo de 1:1) e gérmen de trigo (Walmon®) na
proporcao de 3:1:1 (NUNES et al., 2013) e o fruto artificial a ser testado.

Foram testados seis substratos compostos por: 1) agar p6é puro
bacterioldgico (Dinamica®)(3,5g), + gelatina de framboesa (Neilar®)(2,5g), +
nipagin a 10% (2mL) e &gua destilada (210mL)(modificado de SALLES,
1992); 2) agar pé puro bacteriolégico (Dinamica®)(3,5g), + gelatina de uva
(Neilar®)(2,5g), + nipagin a 10% (2mL) e agua destilada (210mL); 3) agar p6
puro bacteriolégico (Dinamica®)(3,5g), + gelatina de morango (Neilar®)(2,5g),
+ nipagin a 10% (2mL) e &agua destilada (210mL); 4) éagar po puro
bacterioldgico (Dinamica®)(3,5g), + suco de morango (10,1% de suco KAPO
Del Valle®)(10mL), + nipagin a 10% (2mL) e a4gua destilada (210mL); 5) agar
pé puro bacteriolégico (Dinamica®)(3,5g), + suco de uva (10,1% de suco
KAPO Del Valle®)(10mL), + nipagin a 10% (2mL) e 4gua destilada (210mL); 6)
agar p6é puro bacteriolégico (Dinamica®)(3,5g), + néctar de amora (Quinta
Martins®)(10mL), + nipagin 10% (2mL) e agua destilada (210mL) (Figura 3).
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Figura 3 — Frutos artificiais com diferentes sabores: A) Gelatina
de framboesa; B) Gelatina de uva; C) Gelatina de morango; D)
Suco de morango; E) Suco de uva; F) Néctar de amora.

A reposigéo dos frutos artificiais e a contagem dos ovos foi realizada
diariamente por um periodo de 14 dias, com o auxilio de um
estereomicroscopio Motic® SMZ-161 BL (aumento de 180x). A avaliacdo da

fertilidade foi realizada da mesma forma descrita anteriormente.

3.2 Avaliacédo de dietas artificiais para adultos de D. suzukii

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 15
repeticbes com um casal para cada repeticdo. O fator de tratamento testado
foi o tipo de dieta, e foram avaliadas a fecundidade, a fertilidade, e a
mortalidade de individuos durante o experimento.

Cada unidade experimental foi composta por uma gaiola confeccionada
com pote plastico transparente (200mL), como descrito anteriormente. Em
cada pote foi inoculado um casal de adultos recém emergidos, e ofertado a
dieta testada e um substrato de oviposicdo composto por: agar pd puro
bacterioldgico (Dinamica®)(3,5g), + gelatina de framboesa (Neilar®)(2,5g), +
nipagin a 10% (2mL) e 4gua destilada (210mL) (modificado de Salles, 1992).
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Foram testadas oito dietas hidratadas com &agua destilada, com
variacdes nas fontes de proteina e carboidrato. As dietas testadas foram: 1)
acucar (75g) + levedura (25g) + gérmen de trigo (25g) na proporcédo de 3:1:1
(NUNES et al., 2013); 2) acucar refinado (759); 3) levedura (759); 4) gérmen
de trigo (75g); 5) acucar (37,5g) + levedura (37,5g); 6) acucar (37,5g) +
gérmen de trigo (37,59); 7) levedura (37,59) + gérmen de trigo (37,59); 8)
banana in natura (75g)(Figura 4).

Figura 4 — Dietas artificiais com diferentes formulagdes: A) Levedura; B) Agucar; C)
Gérmen de trigo; D) Banana in natura; E) Agucar+Levedura; F) Acucar+Gérmen; G)
Levedura+Gérmen; H) Acucar+Levedura+Gérmen

Para a avaliagdo de fecundidade os frutos artificiais foram ofertados a
individuos adultos alimentados desde a emergéncia com a dieta testada, e
foram repostos diariamente durante um periodo de 21 dias.

A partir da segunda postura, os ovos foram cuidadosamente coletados
diariamente até o 30° ovo e depositados em placas de Petri de 6 cm de
diametro, forradas com papel filtro umedecido. A avaliacdo da ecloséo das
larvas foi realizada apds 48h, sendo que 0s ovos que apresentaram o cérion
rompido e vazio foram considerados como vidveis, e 0s que se mantiverem
tirgidos foram considerados inviaveis. Os ovos foram contabilizados
diariamente, com o auxilio de um estereomicroscépio Motic® SMZ-161 BL

(aumento de 180x).
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3.3 Anédlise estatistica

Os dados obtidos nos trés experimentos foram submetidos a analise de
normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk, homocedasticidade, pelo teste de
Hartley e independéncia dos residuos, verificada graficamente.
Posteriormente, foi realizada a analise de variancia através do teste F
(p=0,05). Constatando-se significancia estatistica, 0s resultados foram

submetidos ao teste de Duncan a 5% de probabilidade, utilizando o software

SAS®(SAS Institute Inc., 2000).



4. Resultados e discussao

Os parametros biolégicos de D. suzukii variaram em funcdo do
componente gelificante utilizado na formulacéo dos substratos de oviposicao.

A fecundidade média diaria apresentou significancia estatistica (Fgs 5=
2,54, P = 0,03) para os tipos de gelificantes avaliados. O substrato agar bact.
100% teve o maior numero de ovos/diario (9,62) mas ndo diferiu dos
substratos agar bact. + 4gar com. (8,72) e agar bact. + pectina citrica (7,02).
Os substratos com os menores resultados foram agar bact. + farinha de arroz
(5,29) e agar bact. + gel. natural (4,59). Para o parametro de viabilidade de
ovos, nao houve efeito significativo entre os substratos avaliados (Fgs 5= 0,94,
P =0,46) (Tabela 1).

Tabela 1: Numero médio e fertilidade de ovos de Drosophila suzukii depositados
em substratos de oviposicdo com diferentes gelificantes

Tratamentos Numero médio de ovos® Viabilidade (%)"°
Agar Bact. 100% 9,62+0,14 a 90,35 + 0,20
Agar Bact. 50% 5,63 + 0,16 bc 80,11+ 0,38
Agar Bact. + Agar Com. 8,72+ 0,16 ab 96,06 + 0,24
Agar Bact.+Pectina Citrica 7,02 + 0,12 abc 84,62 + 0,36
Agar Bact. + Gel. Natural 4,59 +0,13 ¢ 88,11 + 0,21
Agar Bact.+ Far. de Arroz 5,29+ 0,12 bc 92,66 + 0,33

®Valores representam a média * erro padrio seguidas pelas mesmas letras na coluna
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P > 0,05).
"*N&o houve significancia estatistica pelo teste de Duncan (P > 0,05).

Esta variacdo no parametro de fecundidade pode estar associada a
variacdo na consisténcia do fruto artificial, tendo em vista que o agar
bacteriolégico é indicado como um excelente componente gelificante na

composicdo de substratos artificiais, e a sua auséncia ou a associagcdo a
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gelificantes ndo compativeis, modificariam a consisténcia do mesmo,
tornando-o0 menos atrativo a oviposicao de D. suzukii, que prefere substratos
menos gelatinosos e mais consistentes (KINJO et al., 2012; DIEPENBROCK
et al., 2016).

Com relacdo a avaliagdo do efeito dos substratos de oviposi¢do na
mortalidade de adultos de D. suzukii foi verificado que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos para fémeas (Fss5= 2,10, P = 0,07) e para
machos (Fgs5 = 1,04; P = 0,40). Porém, com relagdo a mortalidade total os
resultados evidenciaram diferengas entre os tratamentos (Fgs5 = 2,66; P =
0,02), sendo os maiores efeitos verificados no agar bact. 50% (0,40) e para o
agar bact. 100% (0,20) (Tabela 2).

Tabela 2: Mortalidade de Drosophila suzukii expostas a substratos artificiais com
diferentes gelificantes

Mortalidade Mortalidade Mortalidade
Tratamentos

de fémeas"™ de machos™ total®
Agar Bact. 100% 0,20 £ 0,04 0 0,20 £ 0,04 ab
Agar Bact. 50% 0,26 £ 0,04 0,13 £ 0,03 0,40+ 0,04 a
Agar Bact. + Agar Com. 0,06 + 0,03 0 0,06 £ 0,03 b
Agar Bact.+Pectina Citrica 0 0,06 £ 0,03 0,06 £ 0,03 b
Agar Bact. + Gel. Natural 0,06 £ 0,03 0,06 £ 0,03 0,13+£0,03b
Agar Bact.+ Far. de Arroz 0 0 Ob

®valores representam a média + erro padrédo seguidas pelas mesmas letras na
coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P > 0,05).
"Nao houve significancia estatistica pelo teste de Duncan (P > 0,05).

Uma maior mortalidade de fémeas que receberam substratos contendo
agar bact. 50% e agar bact. 100% pode ter sido causada pelo maior gasto de
energia em funcdo da forca dispensada a oviposicdo em tais substratos.
Possivelmente esses substratos apresentaram consisténcia e textura
semelhantes aos substratos macios relatados em outro estudo de preferéncia
de oviposicdo (TAKAHARA; TAKAHASHI, 2016).

No experimento de avaliagdo sensorial com substratos de oviposi¢céo
com diferentes sabores foi verificada significancia estatistica para a
fecundidade (F775 = 5,63; P = 0,0002), em que o substrato de oviposicao com
gelatina de framboesa foi o que apresentou os maiores valores (13,05) e os
demais tratamentos néo diferiram entre si (Tabela 3). Esse resultado sugere
gue as fémeas de D. suzukii reconhecem a framboesa como um substrato

ideal para a oviposicdo. Apesar de o fruto ser oferecido na forma artificial, as
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fémeas apresentam a capacidade de identificar particulas presentes em
compostos volateis, onde em outro estudo a framboesa se mostra mais
atraente do que o mirtilo, a cereja, e o0 morango (ABRAHAM et al., 2015).
Para a viabilidade de ovos ndo houve efeito relacionado aos diferentes
sabores dos substratos (Fss5 = 0,93; P = 0,46) (Tabela 3).

Tabela 3: NUmero médio e fertilidade de ovos de Drosophila suzukii depositados em
substratos de oviposi¢do com diferentes sabores

Tratamentos Nimero médio de ovos® Viabilidade (%)"°
Gelatina de Framboesa 13,05+0,11a 88,8 + 0,33
Gelatina de Morango 7,77+0,12b 93,28 + 0,23
Gelatina de Uva 7,92+0,13b 79,06 + 0,39
Suco de Morango 8,56 £0,13 b 95,29 +£ 0,20
Suco de Uva 6,31+0,11b 83,49 £ 0,36
Néctar de Amora 6,44+£0,12b 90,89 +£ 0,33

®Vvalores representam a média + erro padréo seguidas pelas mesmas letras na coluna
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P > 0,05).

"®N&o ocorreu significancia estatistica (P > 0,05), valores representam a porcentagem +
erro padréo para cada tratamento.

Quanto a avaliacdo sensorial com substratos de oviposicdo de
diferentes sabores, na mortalidade de adultos de D. suzukii foi verificado que
ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos (Fgs5 = 1,21;
P =0,31)(Tabela 4).

Tabela 4: Mortalidade de Drosophila suzukii expostas a substratos artificiais com diferentes
sabores

Tratamentos Mortalidadrg Mortalidad;asde Mortalicliwade
de fémeas machos total
N Gelatina de Framboesa 0,13+ 0,03 0,20 + 0,04 0,33+ 0,04
Gelatina de Morango 0,06 £ 0,03 0 0,06 £ 0,03
0 Gelatina de Uva 0,06 + 0,03 0 0,06 + 0,03
Suco de Morango 0,13+ 0,03 0,13+ 0,03 0,26 £ 0,05
Suco de Uva 0,20 £ 0,04 0,06 + 0,03 0,26 £ 0,05
_e Néctar de Amora 0 0,06 + 0,03 0,06 + 0,03

Nao ocorreu significancia estatistica (P > 0,05), valores representam a porcentagem = erro
padrdo para cada tratamento.

Na avaliacéo das diferentes dietas artificiais, os maiores efeitos foram
verificados em relagcdo ao numero meédio de ovos (Fe77 = 16,91; P = <.0001).
As maiores medias diarias de ovos foram registradas na dieta a base de
gérmen de trigo + levedura (3,67), acucar + levedura (3,64), e acgUcar +

levedura + gérmen de trigo (3,06). O acucar foi o substrato alimentar que
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apresentou a menor eficiéncia (0,73)(Tabela 5). Para a viabilidade, apenas o
tratamento gérmen de trigo diferiu estatisticamente dos demais tratamentos
(Fi27 = 2,33; P = 0,02) apresentando os menores valores em relacdo aos
demais substratos (53,33), 0 que pode indicar que o gérmen de trigo
isoladamente ndo apresenta carboidratos e proteinas suficientes para garantir
a nutricdo do embrido (HARDIN et al., 2015)(Tabela 5).

Tabela 5: NUmero médio e viabilidade de ovos de Drosophila suzukii expostas a
diferentes dietas artificiais

Tratamentos Nimero médio de ovos® Viabilidade (%)b
Acucar+Levedura+Gérmen 3,06 + 0,06 ab 92,22+0,33a
Acucar + Levedura 3,64 £0,06 a 91,33+0,33 a
Gérmen + Levedura 3,67 £0,07 a 85,33+£0,39 a
Agucar + Gérmen 2,37 £ 0,05 bc 92,9+0,33 a
Levedura 2,71+0,07b 84,5+0,39 a
Gérmen de trigo 1,58+ 0,05d 53,33+0,47b
Acucar 0,73+0,03 e 92,54+0,33a
Banana in natura 1,69 + 0,05 cd 86,44 +0,39a

®Valores representam a média + erro padrédo seguidas pelas mesmas letras na
coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P > 0,05).

As diferentes dietas artificiais afetaram a mortalidade de machos (Fi12,
=10,56; P =<.0001) e total de adultos (Fi1,7 =4,72; P = 0,0001) de D. suzukii.
Para fémeas, ndo houve significancia estatistica (Fi;,; = 0,77; P = 0,61). A
maior mortalidade de machos foi observada quando estes foram alimentados
com gérmen de trigo (0,86), mas nao diferiu dos substratos acucar + gérmen
de trigo (0,66) e levedura (0,73). A mortalidade total teve o maior efeito na
dieta composta por gérmen de trigo (1,26)(Tabela 6).

Tabela 6: Mortalidade de Drosophila suzukii em diferentes dietas artificiais

Tratamentos Mortalidade Mortalidade Mortalidade
de fémeas"® de machos? total”

Acgucar+Lev.+Gérmen 0,13+ 0,03 0,2+0,04c 0,33+ 0,05 cd
Acucar + Levedura 0,26 + 0,04 0,06 +0,03 ¢ 0,33+ 0,05 cd
Gérmen + Levedura 0,13+ 0,03 0,53+0,04b 0,66 %= 0,05 bcd
Acucar + Gérmen 0,2+0,04 0,66 £ 0,04 ab 0,86 + 0,05 abc
Levedura 0,33+ 0,04 0,73+0,04 ab 1,06 £ 0,05 ab
Gérmen 0,4+0,04 0,86 £+ 0,03 a 1,26 £ 0,05 a

Acucar 0,2+0,04 Oc 0,2+0,04d
Banana in natura 0,33+ 0,04 0,2+0,04 c 0,53 + 0,05 bcd

®Valores representam a média + erro padréo seguidas pelas mesmas letras na
coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (P > 0,05).
"*N&o ocorreu significancia estatistica (P > 0,05), valores representam a
porcentagem + erro padréo para cada tratamento.

No experimento com diferentes dietas avaliando a fecundidade, foi
possivel verificar que as dietas que continham leveduras na composicao

tiveram os maiores valores de nameros de ovos depositados. Em estudo



28

realizado por Becher et al. (2012), foi observado que os tratamentos que
apresentaram as maiores medias de ovos resultaram de adultos alimentados

somente com leveduras ou estas constituiam uma formulacéo.



5 Conclusdes

A utilizacdo de componentes gelificantes alternativos associados ao
agar bacteriolégico p6 puro sdo adequados a oviposicdo e permitem
resultados mais precisos quanto aos parametros biolégicos de fecundidade e
fertilidade, e utilizado puro ou em mistura ndo afeta a sobrevivéncia de
fémeas. O sabor de fruto artificial mais atraente a oviposicdo foi a gelatina de
framboesa.

O estudo sobre dietas artificiais demonstrou que componentes como as
leveduras influenciam positivamente os parametros biolégicos avaliados,
sugerindo que este € um componente fundamental na formulacdo de uma

dieta artificial voltada as necessidades de individuos adultos de D. suzukii.
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