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Apresentacao

As iscas toxicas tém sido uma ferramenta importante para o manejo das moscas-das-frutas
no Brasil. De maneira geral, a tecnologia consiste na associag&o entre um atrativo alimentar e
um agente letal que controla os adultos do inseto ao entrarem em contato ou se alimentarem
da mistura. Como vantagens do uso da tecnologia, destaca-se o emprego de doses reduzidas
de inseticidas e a possibilidade de diminuir a presenca de residuos téxicos nos frutos, devido
a aplicagao ser realizada nas bordas dos pomares, nos troncos e/ou folhas, evitando atingir os
frutos.

Nos ultimos anos, tem havido uma retomada nas pesquisas com iscas téxicas visando o
desenvolvimento de novas formulagdes. Esta publicacao € parte dos resultados de pesquisas
conduzidas ha mais de uma década pela equipe do laboratério de Entomologia da Embrapa Uva e
Vinho, que tem buscado uma melhor compreensao das questdes relativas a eficacia no emprego
das iscas toxicas.

A publicagao descreve uma proposta de metodologia para a avaliacado de iscas toxicas em
laboratério, utilizando como modelo as espécies Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata,
importantes pragas da fruticultura gaucha e brasileira, como modelo. Portanto, a metodologia
proposta podera auxiliar na condugao de experimentos de avaliagao de iscas toxicas em
laboratério, bem como contribuir com o conhecimento da relagao isca téxica-inseto, levando ao
desenvolvimento e adogao de formulagcdes mais eficientes pelos fruticultores.

Jose Fernando da Silva Protas
Chefe Geral da Embrapa Uva e Vinho
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Introducao

As moscas-das-frutas estao entre as principais pragas da fruticultura brasileira (ARIOLI et al., 2015).
Dentre as espécies com maior ocorréncia na Regido Sul do Brasil, destacam-se a mosca-das-fru-
tas sul-americana Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) e a mosca-do-mediterraneo Ceratitis
capitata (Wiedemann, 1824) (Diptera: Tephritidae) (ARIOLI et al., 2015; BOTTON et al., 2016). Os
maiores prejuizos sao atribuidos as fémeas (dano direto) que perfuram os frutos para realizar a ovi-
posicao. Apos a eclosao das larvas, estas iniciam a alimentacgao resultando em injurias nos frutos
com destruicdo da polpa (SORIA, 1985; AGUIAR-MENEZES et al., 2004; ZART et al., 2011). Estas
injurias ocasionam alteracdes fisioldgicas que aceleram os processos de maturagao e conduzem
a queda prematura dos frutos (SALLES, 1999; BOTTON et al., 2003), tornando-os impréprios para
0 comércio, além de facilitar a penetragdo de patdgenos, reduzindo a qualidade do produto final
(SANTOS et al., 2008; MACHOTA JUNIOR et al., 2016). Dependendo da espécie frutifera cultivada,
podem ocorrer variagdes no aparecimento e intensidade de sintomas caracteristicos de infestacoes
por moscas-das-frutas (ARIOLI et al, 2015), e em alguns casos, as perdas nas areas de producgéo
podem chegar a 100% (HERNANDES et al., 2013).

O manejo destes insetos-praga tem sido realizado principalmente através do monitoramento com
atrativos alimentares e/ou sexuais (feroménios) e do controle através de pulverizagbes com inse-
ticidas organofosforados em cobertura (KOVALESKI; RIBEIRO, 2003; SCOZ et al., 2004; RAGA,;
SATO, 2006; URBANEJA et al., 2009; HARTER et al., 2010; BOTTON et al., 2016). De modo geral,
os inseticidas utilizados para o controle possuem elevada toxicidade aos mamiferos e peixes, baixa
seletividade aos inimigos naturais e grande periodo de caréncia, levando a preocupagdes sobre
os efeitos desses residuos nos alimentos e no ambiente (NAKANO; ROMANO, 2002; SCOZ et al.,
2004).

Como alternativa as aplicagbes em cobertura, uma técnica de menor impacto ambiental para a
supressao populacional das espécies de moscas-das-frutas € o emprego de iscas toxicas (STARK
et al., 2004; YEE; ALSTON, 2006; ZART et al., 2009) que, quando aplicadas em faixas na borda
dos pomares ou em linhas alternadas no interior do cultivo provocam a morte dos adultos quando
ingeridas. Dentre os beneficios da aplicagédo de iscas toxicas destacam-se redugdes nas quantida-
des de ingrediente ativo aplicados por area (YEE; ALSTON, 2006), de residuos em frutos (ZART et
al., 2009) e de efeitos deletérios aos insetos benéficos como abelhas e parasitoides (STARK et al.,
2004, ROSA, 2016). Além disso, algumas formulag¢des apresentam alta resisténcia a lavagem pela
agua da chuva, reduzindo a necessidade de reaplica¢des ao longo da safra.

No Brasil, diferentes atrativos alimentares e formulagdes de iscas téxicas de pronto uso sdo empre-
gados pelos fruticultores no manejo de moscas-das-frutas (Tabela 1).

Os atrativos alimentares para a elaboracao de iscas téxicas na propriedade sao utilizados em mistura
com inseticidas registrados para a cultura, apresentando efeito de contato e/ou ingestdo sobre
os adultos da espécie-alvo. Nesse sentido, merecem destaque os inseticidas organofosforados,
piretroides e espinosinas (SCOZ et al., 2004; RAGA; SATO, 2006; SCHUTZE et al., 2018; BALDIN
et al., 2018). Ressalta-se a demanda permanente pela avaliacdo de novas moléculas para
emprego como agentes letais no manejo de moscas-das-frutas devido as restricbes quanto a
toxicidade dos organofosforados e ao potencial de selecao de populagdes resistentes quando se
emprega o mesmo grupo quimico. Por esse motivo, a busca constante por novos inseticidas para
o controle de mosca-das-frutas € uma necessidade que requer confiaveis e precisas avaliacbes
destes produtos em condi¢cdes controladas. Entretanto, algumas questbes basicas comuns aos
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Tabela 1. Atrativos alimentares e formula¢des de iscas toxicas de pronto uso disponiveis no Brasil.

Categoria

Nome ou Marca m Diluigao 1ee om?ndada Fabricante?

Atrativo alimentar pronto uso eém agua
Melago-de-cana de agucar X
Biofruit X 3a5% BioControle
Flyral X 1,25% Bioiberica / Wiser
Isca Samarita X 3a5% Samarita
Anamed X sem diluicao Isca Tecnologias
Success 0,02CB X 1:1,5 viv Corteva Agriscience

' referem-se as proporgdes de ‘parte do produto comercial: parte de agua’, conforme recomendagéo dos fabricantes.

2 a mengao a estas marcas é apenas para fins ilustrativos, ndo havendo, por parte da Embrapa, qualquer tipo de conotagédo comercial.

experimentos laboratoriais de ingestdo passam pela padronizacdo e compreensao dos diferentes
fatores envolvidos. Além disso, observa-se que alguns fatores decisivos na avaliagao de inseticidas
nao séo padronizados, resultando em variagdes das metodologias empregadas nos experimentos
quimicos de ingestao em laboratério.

Os experimentos para avaliacdo de novos inseticidas, formulacbes de iscas téxicas com atrativos
alimentares + agentes letais ou iscas téxicas de pronto uso sdo primeiramente realizados em labo-
ratério devido a facilidade de conducgao e o isolamento de fatores bioldgicos e ambientais. Apesar
disso, tratando-se de formulagdes de iscas tdxicas, os protocolos disponiveis ndo sdo padronizados
e podem resultar em falhas na interpretagao dos resultados.

Este comunicado técnico tem como objetivo descrever fatores relevantes na conducdo de ex-
perimentos de avaliagao de iscas toxicas em laboratério para as espécies de moscas-das-frutas
Anastrepha fraterculus e Ceratitis capitata.

Fatores a serem considerados na conducao dos experimentos

Legislacao

Importante salientar que no Brasil, existem normas legais aplicaveis as atividades relacionadas a
criacado e manutencao de insetos em cativeiro, incluindo a coleta de material biolégico conforme IN
n° 3, de 2014, do Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio, 2014) e a
manutencao de animais silvestres — vertebrados e invertebrados — em cativeiro por prazo superior
a 24 meses, conforme a Lei Complementar n° 140, de 2011 (BRASIL, 2011) e a IN n® 7, de 2015 do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA, 2015).

Sendo assim, o pesquisador interessado devera solicitar a autorizagcao ou licenga por meio do ca-
dastro on line no Sistema de Autorizagao e Informagédo em Biodiversidade — SISBio (disponivel em
<http://www.icmbio.gov.br/sisbio/>). No caso de manuten¢ao temporaria de espécimes da fauna
silvestre em cativeiro, por exemplo, o pesquisador devera requerer autorizagcado para execug¢ao de
atividades com finalidade cientifica ou didatica.

Também cabe ao pesquisador fazer o cadastro de acesso ao patriménio genético, assim como de
envio e remessa de material, acessando o Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen, sistema eletrénico criado pelo Decreto n® 8.772,
de 2016 (BRASIL, 2016), que regulamenta a Lei n°® 13.123, de 2015 (BRASIL, 2015) como um



Fotos: Ruben Machota Jr.
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instrumento para auxiliar o Conselho de Gestao do Patriménio Genético — CGen — na gestao do
patrimdnio genético e do conhecimento tradicional associado.

Ambiente experimental

Os experimentos devem ser conduzidos em ambiente que permita a regulagem e manutencao da
temperatura, umidade e fotoperiodo compativel com as exigéncias ambientais de cada espécie de
mosca-das-frutas a ser utilizada. A sala a ser utilizada para a condugao desses experimentos deve
apresentar temperatura de 25 + 2 °C e umidade relativa de 70 £ 10%. Recomendam-se variacbes
na fotofase de acordo com a necessidade de cada espécie, como por exemplo, 12 h para A. frater-
culus e 14 h para C. capitata.

A superficie para a instalagcado dos experimentos deve oferecer igualdade de condigbes ambientais
entre as unidades experimentais (gaiolas) e ao mesmo tempo facilitar as avaliagbes. Para isso, su-
gere-se a instalagdo dos experimentos em superficies planas, tais como mesas, bancadas (Figura
1), estantes ou prateleiras (Figura 2) que deem suporte as gaiolas. Mesas possuem a limitagdo de
requerer demasiado espaco fisico por acomodarem todas as unidades experimentais em um mes-
mo nivel. Além de n&o removiveis, as bancadas limitam-se por, muitas vezes, ndo serem destinadas
exclusivamente a instalagcao dos experimentos. As estantes e prateleiras, por sua vez, sao eficien-
tes na economia de espaco fisico, podendo ser facilmente removiveis e destinadas exclusivamente
aos experimentos. No entanto, considerando o fator ambiental luminosidade, mesas e bancadas
sdo mais indicadas, uma vez que, estandes ou prateleiras poderao fornecer uma distribuicao irre-
gular de luminosidade entre as unidades experimentais em seus diferentes niveis. Para evitar esta
condicado, poderao ser realizadas adaptagcdes com lampadas posicionadas atras das prateleiras.

A sala deve ser destinada preferencialmente para a instalacao de experimentos, sendo higienizada
com frequéncia evitando a infestacao e/ou proliferagdo de agentes contaminantes. Apds cada turno
de trabalho, superficies e equipamentos utilizados devem ser descontaminados com um desinfe-
tante eficaz (alcool 70%, por exemplo). Agua limpa e detergente neutro — sem cheiro — podem ser
utilizados para a limpeza geral, assegurando que, qualquer residuo de detergente tenha sido remo-
vido ao final do processo. Materiais endurecidos, como por¢des de dieta, por exemplo, podem ser
facilmente removidos com uso de agua quente, sendo desaconselhado o uso de produtos abrasivos
que podem danificar estruturas plasticas. Superficies contaminadas por fungos e/ou infestada por

Figura 1. Superficies para instalagdo e condugéo dos experimentos de toxicidade de iscas toxicas sobre moscas-das-
-frutas em laboratério: mesas (a) e bancadas (b) para disposigdo das gaiolas.
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Figura 2. Superficies para instalagdo e condugéo dos experimentos de toxicidade de iscas toxicas sobre moscas-das-
-frutas em laboratério: estantes com prateleiras (a) e detalhe do regulador de fotoperiodo (b). No piso ao fundo, umidifica-
dor para manutencao da umidade relativa da sala experimental.

acaros (Arachnidae: Acari) podem ser limpas com soluc¢ao de vinagre de alcool e agua, na propor-
¢ao 1:1 v/v. Teias de aranhas (Arachnidae: Araneae) podem ser removidas utilizando aspiradores
de po, vassouras ou escovas.

Protocolo experimental e lista de verificagao

A elaboracao de um protocolo experimental € uma etapa importante na realizagao da pesquisa
cientifica, tendo como base a hipétese formulada pelo pesquisador. E durante a sua elaboracéo que
0 pesquisador pode aprofundar as ideias basicas do projeto, considerando os aspectos tedéricos e
praticos de sua operacionalidade. Além da revisao bibliografica, o protocolo devera contemplar, em
linhas gerais, os demais pontos de importancia do experimento, tais como: o objetivo do estudo; a
selegdo das amostras (populagdes de insetos a serem estudadas e suas caracteristicas); o dese-
nho do experimento (formulagao de hipdteses, definicao do delineamento experimental e do nimero
de tratamentos e repeticdes); as estratégias de condugao do experimento (horario do dia, nUmero e
intervalo entre as avaliagdes) e posterior analise dos dados.

De posse do protocolo experimental € importante que seja realizada a verificagao prévia de todo o
material necessario para condugéo do experimento, incluindo balanga de preciséo, cilindro de CO,,
congeladores e/ou refrigeradores (quando for o caso), além do numero total de insetos, a quanti-
dade de gaiolas, fontes de alimento e agua, e as condi¢gdes de uso dos atrativos (alimentares e/ou
sexuais) e produtos fitossanitarios. Esta verificagao é crucial para a condugao dos trabalhos com
maxima eficiéncia.

Fotos: Cléber Antonio Baronio
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Obtencao dos insetos adultos

Os insetos a serem submetidos aos ensaios devem ser criados de forma padronizada durante to-
das as fases de desenvolvimento. O Laboratério de Entomologia da Embrapa Uva e Vinho, Bento
Goncgalves, RS, segue a metodologia adaptada de Machota Junior et al. (2010) para criacao de A.
fraterculus utilizando dieta sdlida para adultos a base de extrato de soja, gérmen de trigo in natura
e agucar mascavo na propor¢ao 3:1:1. Para a oviposi¢ao e desenvolvimento larval sao utilizados
frutos de mangueira Mangifera indica L. das cultivares Tommy Atkins ou Palmer, como alternativa
aos frutos de mamoeiro Carica papaya L.. Adultos de C. capitata sao mantidos seguindo a mesma
metodologia, utilizando para a fase larval a dieta artificial proposta por Salles (1992) e adaptada por
Nunes et al. (2013).

Fornecimento de iscas toxicas

As iscas toxicas a serem avaliadas séo geralmente aplicadas sobre folhas de plantas (MEDINA
et al., 2004; RAGA; SATO, 2006; CHUECA et al., 2007; URBANEJA et al., 2009; BORGES et al.,
2015), em especial no caso de experimentos com chuva simulada. Por¢des plasticas de polieti-
leno tereftalato — PET (Figura 3) recortadas de garrafas, laminulas de microscopio (GAZIT et al.,
2012) ou ainda tampas plasticas podem ser utilizadas para o fornecimento das formulagées (RAGA;
SATO, 2006; MACHOTA JUNIOR et al., 2013).

A utilizagao de porgdes plasticas do tipo PET ou laminulas de microscépio como superficies inor-
génicas para a aplicacdo dos tratamentos, reduz a possibilidade de contaminac&o decorrente da
pré-existéncia de residuos de agentes letais, comumente encontrados quando folhas de plantas
sdo utilizadas. Além disso, diferencas no teor de umidade entre o ambiente e a porcao de folha
utilizada podem resultar no enrolamento da mesma, dificultando o acesso do inseto a isca toxica e
as avaliagdes posteriores.

Anestesiamento dos insetos

Antes da utilizacdo dos insetos em diversos estudos tem sido realizada a dessensibilizagéo ou
anestesiamento destes, geralmente com exposicao ao didxido de carbono ou ao frio (NONDILLO et
al., 2007; EFROM et al., 2011; RAGA et al., 2018). O tempo de exposigao varia conforme a espécie
de mosca-das-frutas, podendo variar também conforme as condi¢des ambientais no dia do experi-
mento, caso estas ndo sejam controladas. Neste sentido, dias quentes propiciam a maior atividade
dos insetos, resultando em um menor efeito da anestesia e um rapido retorno destes a atividade
normal de deslocamento e voo. De maneira geral, adultos de A. fraterculus e C. capitata requerem
tempos entre 3,5 e 4 minutos de dessensibilizacdo ao frio (1 °C). Com os insetos anestesiados e as
gaiolas disponiveis, pode-se dar inicio ao preparo das unidades experimentais.

Em experimentos de laboratério foram avaliados diferentes métodos de anestesiamento de insetos
e o efeito destes sobre a mortalidade de adultos de A. fraterculus apés ingestao de isca téxica. Os
insetos adultos (machos e fémeas com 15 dias de idade) foram anestesiados (Figura 4) utilizando
trés métodos distintos (dioxido de carbono — CO,, frio e éter de petroleo) originando os seguintes
tratamentos: (1) anestesia com CO, por 30 segundos; (2) anestesia com frio, a temperatura de -12
°C por 2 minutos; (3) anestesiados com frio, a temperatura de 1 °C por 4 minutos; (4) anestesia com
éter por 60 segundos, e (5) insetos manipulados pelas asas, com auxilio de uma pinga metalica de
ponta fina, sem o uso de anestesia. A formulagao inseticida utilizada foi o espinosade Success 0,02
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Figura 3. Fornecimento de isca toxica para moscas-das-frutas em laboratério: a) isca téxica aplicada sobre folhas de
macieira Malus domestica Borkh.; b) isca téxica aplicada sobre porgdes plasticas de polietileno tereftalato PET. As setas
indicam a gota de isca toxica.

CB (dosagem de 1:1,5 — produto comercial: agua) (Corteva Agriscience), tendo como testemunha
agua destilada.

Como resultados, a mortalidade promovida pelos diferentes métodos de anestesia nao diferiu entre
machos e fémeas (p>0,05), assim como nao houve diferenga na mortalidade promovida pelos tra-
tamentos 24 e 48 horas apds a aplicacdo (HAA), embora 72 HAA, insetos anestesiados com ‘Eter’
apresentaram mortalidade significativamente superior aos demais tratamentos. Desta forma, a utili-
zacao de diferentes métodos de anestesia, a excegao do ‘Eter’, ndo influenciaram a mortalidade de
adultos de A. fraterculus em experimentos de ingestdo com isca toxica a base de espinosade em
laboratdrio.

Unidades experimentais

Comumente utilizam-se unidades experimentais confeccionadas a partir de potes plasticos de 300
a 350 mL de capacidade, com fundo recortado e cobertos com tela plastica (malha de 1 mm).
Facilmente lavavel, a malha plastica permite a circulagéo de ar pelo interior da gaiola, reduzindo
a possibilidade de proliferagdo de microorganismos contaminantes, além de permitir a utilizagédo
de roletes dentais umedecidos para fornecer alimentagdo aos insetos através do topo da gaiola.
Este tamanho de gaiola permite a utilizagao de quatro a cinco casais por unidade experimental.
Recipientes maiores, de 500 a 1000 mL, podem facilitar a fuga dos insetos durante as avaliagdes.
Além disso, requerem demasiado espaco fisico para a instalagcao das unidades amostrais e também

Fotos: Ruben Machota Junior e Cléber Antonio Baronio
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Figura 4. Métodos de anestesiamento de mosca-das-frutas para ensaios em laboratério: a) ao frio (1 °C por 4 minutos);
b) ao frio (-12 °C por 2 minutos); c) por diéxido de carbono (CO, por 30 segundos) e d) por éter de petréleo (exposicao
aos vapores por 60 segundos).

para o depdsito em almoxarifados quando nao estao em uso. Recipentes menores que 300 mL nao
sdo recomendados, pois, reduzem o espaco para livre circulagéo dos insetos.

Quantidade de insetos por unidade experimental

O numero de insetos a ser utilizado deve estar de acordo com o tamanho das gaiolas e a praticidade
de avaliagdo. Gaiolas com uma grande quantidade de insetos (superior a cinco casais) implicam
em dificuldades para avaliagdo do numero de insetos mortos, facilitando a fuga dos demais no
momento do registro. Por isso, indica-se a utilizagdo de quatro a cinco casais de insetos por gaiola
para as espécies A. fraterculus e C. capitata.

Segundo Stark' (2015), especialista em ensaios toxicolégicos com tefritideos da Washington State
University, Pullman, WA, EUA, nas avaliagdes de formulagbes de iscas toxicas a individualizagdo de
insetos por unidade experimental (um macho ou fémea por gaiola, por exemplo) é desnecessaria,
pois além de laboriosa, requer materiais e espaco fisico em demasia, devendo o pesquisador aten-
tar para o numero total de insetos por unidade experimental (gaiola).

Quantidade de isca toxica a ser fornecida

A quantidade de isca téxica a ser disponibilizada depende do nimero de insetos utilizados. No en-
tanto, uma gota de 40 microlitros (UL) atende a demanda para o numero de insetos proposto, consi-
derando um tempo de fornecimento de até 4 horas (BARONIO et al., 2019). Apds a aplicagéo da isca
toxica sobre a superficie escolhida, as gotas deverao ser submetidas a um intervalo de secagem a
sombra antes do fornecimento aos insetos. De maneira geral, um intervalo de 4 horas mostrou-se
suficiente para secagem das formulagdes de iscas toxicas disponiveis no mercado brasileiro.

' Comunicagdo pessoal de John D. Stark, em fevereiro de 2015.

Fotos: Ruben Machota Junior
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Apesar de algumas formulagdes liquidas de iscas tdxicas reduzirem sensivelmente sua eficiéncia
apos poucas horas de secagem (REVIS et al., 2004) , o oferecimento das gotas secas assemelha-
se as condi¢cdes de campo onde, de maneira geral, as formulagbes sofrem rapida desidratagdo apos
a aplicacao, especialmente em dias quentes. Além disso, comparada ao produto fresco, o resseca-
mento da gota de isca toxica diminui a probabilidade de contaminagao de outras por¢cdes da gaiola
quando do eventual contato dos insetos com o produto.

Fatores inerentes aos insetos utilizados

Frutos infestados de plantas hospedeiras e dietas artificiais sdo as duas fontes principais de ma-
nutencao de populacbes de moscas-das-frutas em laboratério para o fornecimento de insetos para
experimentos toxicologicos. Neste sentido, a forma de obtencao dos insetos, bem como a propor-
¢ao sexual, a idade e o tempo de privacao alimentar destes antes do oferecimento das iscas sao
fatores que poderao influenciar os resultados obtidos nos experimentos. Além desses, o tempo de
oferecimento da isca téxica e a presenga de outra fonte alimentar junto ao tratamento a ser avaliado
poderao influenciar a taxa de mortalidade e consequente eficiéncia dos tratamentos (NUNES, 2017;
BARONIO et al., 2019).

Estudos realizados no Laboratério de Entomologia da Embrapa Uva e Vinho, Bento Gongalves, RS,
apontam que adultos de A. fraterculus que tiveram seu desenvolvimento larval em dieta artificial
apresentaram uma mortalidade 10% mais rapida em comparagao aos insetos com desenvolvimento
larval em frutos de mangueira ou aragazeiro (Psidium cattleyanum) apds exposicao a isca toéxica
Success 0,02CB (NUNES, 2017). De modo a obter informag¢des mais proximas do que ocorreria
em condi¢des naturais, recomenda-se a utilizagao de insetos oriundos de frutos reconhecidos como
hospedeiros da espécie como substrato larval. No caso de utilizagao de dietas artificiais, recomen-
da-se a realizacao de testes preliminares buscando estabelecer as diferencas, se houver, destas
populacdes para determinada isca toxica.

Idade dos insetos

A idade é um fator de grande importancia para testes toxicolégicos com iscas téxicas. Segundo
Pifero et al. (2002) e Thomas et al. (2008), a capacidade atrativa dos compostos utilizados nas iscas
téxicas pode variar de acordo com idade dos insetos. Isso ocorre porque as fémeas de tefritideos
passam por uma fase jovem (de duragdo variavel conforme a espécie) em que precisam adquirir
proteinas e carboidratos para o desenvolvimento e maturacao de seu aparelho reprodutor, estando
assim, prontas para a copula e realizagdo de posturas viaveis. Segundo Reyes et al. (2012), adul-
tos de A. fraterculus apresentam maior porcentagem de ovarios imaturos aos cinco dias de idade,
enquanto que, de 15 a 30 dias ha quase uma totalidade de ovarios em desenvolvimento e maduros.
Para a espécie C. capitata, com ciclo biolégio mais curto, maior porcentagem de ovarios imaturos &
observada até quatro dias apdés a emergéncia, com numero maior de ovarios em desenvolvimento
e maduros entre seis e oito dias (ARITA, 1982).

Em ensaios prévios, verificou-se que adultos de A. fraterculus com idades entre 15 e 30 dias e de
C. capitata com idades entre seis e oito dias nao diferiram significativamente quanto a mortalidade.
Para fins de padronizagcao, para ambas as espécies sugere-se que os experimentos com iscas t6-
xicas utilizem insetos com cinco a oito dias de idade, pois, estes ainda se encontrariam em fase de
aquisig¢ao de recursos alimentares, apresentando maior probabilidade de ingestao das formulacdes.
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De maneira geral, recomenda-se que extremos de idade, ou seja, insetos com idade adulta inferior
a trés dias e superior a 20 dias, sejam evitados.

Privagao alimentar

O periodo de privagao alimentar também é importante nos experimentos com iscas téxicas, de modo
que, variagdes nesse periodo podem causar diferencas significativas na mortalidade. Experimentos
realizados no Laboratoério de Entomologia da Embrapa Uva e Vinho demonstraram que periodos de
privagdo alimentar para A. fraterculus entre 12 e 24 h podem causar reducao no tempo letal médio
(TL,,) da populagéo de insetos entre 12 e 18%, respectivamente, em comparagéo a populagéo sem
privacao alimentar (NUNES, 2017).

O uso de privagao alimentar tem por objetivo garantir que os insetos acessem a fonte (isca téxica
em avaliacao) o mais rapido possivel, garantindo a acuracia dos resultados. Estudos demonstram
que, quando nao privadas de alimentacao, moscas-das-frutas podem nao mostrar interesse a isca
téxica (VARGAS et al., 2002; YEE; CHAPMAN, 2005; MANGAN, 2009). Importante ressaltar que a
mortalidade de insetos privados de alimentacao por 24 horas pode inviabilizar o experimento devido
a alta mortalidade da populagao pela falta de alimento. Recomenda-se, portanto, que os insetos
sejam submetidos a periodos de privagao alimentar de, no maximo, 12 horas, o que garantiria ao
mesmo tempo rapido acesso a isca tdxica, sem efeito significativo na mortalidade pela restricao
alimentar.

Optar pela privacdo alimentar ou ndo dos insetos ira depender do objetivo do experimento. Se o
objetivo for avaliar a atratividade da composi¢ao da isca toxica, por exemplo, o ideal seria que os
insetos nao estivessem com privagao alimentar prévia, pois a isca devera, em hipétese, atrair os
insetos mesmo previamente alimentados, assim como aconteceria em condi¢cdes de campo e/ou
ambiente natural. Por outro lado, se o objetivo for avaliar diferentes atrativos associados a agentes
letais, a privagcao alimentar prévia se faz necessaria, condicionando uma ingestdo maior e mais
rapida, facilitando a comparagao dos resultados.

Fornecimento de alimento e agua

Assim como no caso da privacao alimentar, a presenca ou nao de outra fonte alimentar no interior
das unidades experimentais junto ao fornecimento das iscas téxicas ira depender do objetivo do
experimento.

A presenca de uma fonte alimentar junto a isca téxica em teste pode interferir na estimativa do tem-
po letal médio (TL,,) de iscas toxicas devido a possibilidade do inseto buscar a fonte alimentar em
detrimento da isca toxica. Dessa forma, aconselha-se, para a determinacao de tempos letais mé-
dios, apenas o fornecimento de agua junto com a porgao de isca toxica a ser avaliada. A agua pode
ser fornecida de varias formas, sendo as mais usuais, um algodao hidrofilo embebido e posicionado
no interior da gaiola sobre uma tampa plastica ou através de um rolete dental de algodao hidroéfilo
posicionado sobre o voile ou tela plastica da gaiola (Figura 5).

Cada um dos métodos de fornecimento de agua aos insetos possui vantagens e desvantagens.
Quando a agua é fornecida em algoddes no interior de pequenas tampas plasticas, sua duragao no
reservatorio é de pelo menos 72 horas, nao havendo necessidade de reabastecimento em periodos
inferiores. Dentre os pontos negativos estdo a possibilidade de morte de insetos por afogamento ou
pelo molhamento e aderéncia das asas sobre o algodao, dificultando a saida do inseto do reservato-
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rio, prejudicando o acesso dos demais a agua bem como as avaliagdes, pois, a remog¢ao dos insetos
mortos facilitaria a fuga dos demais. Por outro lado, a utilizagdo do rolete dental exige que os algo-
dbes sejam reidratados diariamente, ja que s&o mais suscetiveis ao ressecamento. Entretanto, tais
roletes podem ser utilizados também no fornecimento de dieta liquida, geralmente composta por
uma solugao de hidromel em porcentagens variaveis (agua + mel a 10%, por exemplo), resultando
em significativa reducado de mao-de-obra na condugao dos experimentos.

O fornecimento do alimento podera ser realizado junto ou algumas horas apds a oferta da isca toxi-
ca aos insetos. Experimentos para avaliagdo do tempo de fornecimento de iscas tdxicas a adultos
de A. fraterculus de 15 dias e C. capitata de seis dias e privados de alimentagao por 12 horas nao
revelaram diferengas no tempo letal de insetos permitidos a alimentar-se por uma, duas, quatro e
oito horas, sugerindo que os insetos buscam a fonte alimentar rapidamente em condigbes de priva-
¢ao alimentar.

Intervalo de avaliagao

O intervalo entre as avaliagdes deve ser considerado de acordo com o objetivo do experimento.
Avaliagdes em intervalos curtos s&o geralmente realizadas com o intuito de estimar o tempo letal
médio (TL,,) de determinada formulagéo de isca toxica em minutos ou horas. Quanto menor for o
intervalo, maior sera a acuracia do teste (LEORA, 1987). Formulag¢des contendo agentes letais que
possuem rapida agao inseticida, como no caso de organofosforados e piretroides, ou para os quais
nao se sabe ao certo o efeito sobre a espécie de mosca-das-frutas estudada, exigem intervalos de
avaliagéo curtos (em minutos, por exemplo) para a correta estimativa do TL,. Intervalos prolonga-
dos (em horas) sao utilizados quando o objetivo é verificar a eficiéncia das formulagbes testadas em

Figura 5. Unidades experimentais com diferentes métodos de fornecimento de agua e dieta: a) agua em algodao hidrofilo
e dieta fornecidas em potes plasticos de 2 e 1 cm de didmetro, respectivamente; b) dieta a base de hidromel a 10%
ofertada em rolete dental posicionado sobre tela plastica na parte superior da gaiola.

Fotos: Cléber Antonio Baronio
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periodos previamente definidos. De maneira geral, testes toxicoldgicos tem duragdo maxima entre
72 e 96 horas apos a aplicagao.

Procedimento padrao na instalagao de experimentos para avaliagao de iscas toxicas

Os materiais necessarios para a instalagdo de experimentos sdo descritos abaixo:

1.

Copos plasticos transparentes de 300 a 350 mL, com abertura superior coberta com tecido voile
ou tela plastica (malha de 1 mm). Salienta-se que, quanto maior a transparéncia da gaiola me-
Ihor sera a visualizagéo dos insetos e avaliagdo do experimento;

Discos de papel absorvente com didmetro variavel, ligeiramente maior que o didmetro da base
da gaiola, evitando que insetos se coloquem entre o disco de papel e a superficie de apoio da
gaiola;

Roletes dentais ou pequenas porgdes de algodao hidrofilo separadas manualmente;

Superficies para aplicacao da isca téxica, como por¢des plasticas de PET (2x2 cm, por exem-
plo), contendo um ponto central da isca tdxica a ser testada;

Insetos saudaveis, com idade e caracteristicas definidas previamente;

Anestesiamento de insetos com CO, ou frio.

Passo-a-passo

No dia da instalagdo do experimento realize as diluigdes dos atrativos, dos inseticidas e formule
as iscas toxicas a serem testadas. Aplique as formulagdes em volume definido sobre as porgoes
plasticas de PET com auxilio de pipeta automatica (preferencialmente) ou seringas graduadas
descartaveis. Em seguida mantenha as placas contendo cada tratamento em ambiente prote-
gido da luz solar. A secagem das formulagdes pode ser acelerada com a utilizacdo de um leve
fluxo de ar forgado.

Corte o numero de discos de papel que serdo necessarios, servindo de base no interior das
unidades experimentais. Opcionalmente, a identificacdo do tratamento e repeticdo ao qual a
gaiola pertence, podera ser realizada diretamente no disco de papel, evitando assim marcacdes
indevidas nas gaiolas.

Colete os insetos do interior das gaiolas de criagao utilizando tubos plasticos com tampa (mo-
delo Falcon, por exemplo) ou tubos de ensaio fechados com plastico filme e submeta-os ao CO,
ou frio pelo periodo previamente definido.

Com os insetos anestesiados, distribua-os sobre os discos de papel e posicione a gaiola sobre
o disco evitando a fuga dos insetos. Nota: ao manusear os insetos, estes deverao ser pingados
exclusivamente pelas asas. Injurias aos demais apéndices corporais (como pernas e antenas)
poderao comprometer a resposta natural dos insetos as substancias a serem avaliadas.

Quando todos as gaiolas estiverem completas fornega a 4gua em um algodao hidréfilo embe-
bido e posicionado no interior da gaiola sobre uma tampa plastica e/ou nos roletes dentais que
deverao ser posicionados na parte superior da gaiola em contato com o tecido voile ou tela
plastica.
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6. Insira a placa contendo a isca téxica em cada gaiola pelo tempo determinado.

7. ApOs este periodo, retire a placa contendo a isca téxica, fornecendo alimento suplementar, se
necessario.

8. Realize as avaliagdes do numero de insetos vivos ou mortos em cada gaiola a cada intervalo
pré-estabelecido. Aconselha-se a retirada dos insetos mortos ao final de cada avaliagcao

Analise estatistica

Os dados obtidos sdo comumente transformados, submetidos a analise de variancia (ANOVA)
e posteriores testes de comparagbes de média para cada intervalo de tempo avaliado caso
sejam assumidas a homocedasticidade dos erros e a normalidade dos residuos. Para a
determinacdo da concentracao letal (CL) e do tempo letal (TL) para cada um dos tratamentos,
os dados obtidos sdo submetidos as analises de modelos binomiais Probit e Logit (FLORES et
al.,, 2011; NUNES, 2017; BALDIN et al., 2018; SCHUTZE et al., 2018; BARONIO et al., 2019).
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