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Resumo
Uma técnica para criacdo e obtencao dos estagios de
desenvolvimento de Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera:
Drosophilidae) utilizando dieta artificial foi adaptada para as condicoes
do Brasil. Os adultos foram criados em gaiolas plasticas de polietileno
semitransparentes (45,7 cm x 28,0 cm x 32,6 cm) e alimentados
com agua destilada e dieta artificial contendo agucar cristal (66,67
g), levedura de cerveja (23,33 g), farinha de milho (41,66 g), agar
bacterioldgico (12,0 g), acido propiénico (5,9 mL), Nipagim™ 10%
em alcool (11,1 mL) e dgua destilada (1.233,0 mL). Esta dieta também
serviu como substrato de oviposicao e propiciou o desenvolvimento
larval e pupal. A duragao do ciclo biolégico (ovo-adulto) foi de 11 dias.
O periodo de pré-oviposicao foi de dois dias e o pico de oviposicao
ocorre entre o0 9° e 10° dia apds a emergéncia. A metodologia proposta
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permite o desenvolvimento de uma geragao (ovo-adulto) a cada 11
dias, perfazendo aproximadamente 33,2 geragoes/ano (ovo-adulto) a
25°C. A técnica de criacao descrita propicia a manutencao de D. suzukii
em condicOes de laboratorio, com disponibilidade de insetos de
qualidade o ano todo.

Termos para indexacao: drosofila-da-asa-manchada; criacao; praga de
pequenas frutas.



Rearing Technique of
Drosophila suzukii
(Matsumura, 1931)
(Diptera: Drosophilidae) in
Artificial Diet

Abstract

A technic to rear and obtain all the developmental stages of
Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera: Drosophilidae) in
laboratory using artificial diet was adapted to the conditions in Brazil.
The adults were reared in semitransparent polyethylene plastic cages
(45,7 cm x 28,0 cm x 32,6 cm) and alimented with water and artificial
diet containing sugar (66,67 g), nutritional yeast (23,33g), cornmeal
flower (41,66 g), bacteriological agar (12,0 g), propionic acid (5,9 mL),
Nipagim™ 10% in alcohol (11,1 mL) and distillated water (1.233,0 mL).
This diet was also used as oviposition substrate and larval and pupal
development substrate. The duration of the biological cycle (egg-adult)
was 11 days. The pre-oviposition period was two days, reaching the
oviposition peak between 9th to 10th day after the insect emergence.
The proposed methodology allows the development of one generation
(egg-adult) each 11 days, making approximately 32,8 generation a year
(eggs-adults). The rearing technic described allows the maintenance

of D. suzukii in laboratory conditions, with availability of insects with
quality all year round.

Index terms: Spotted-Wing-Drosophila; rearing; berries pest.
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Introducao

Drosophila suzukii (Matsumura, 1931) (Diptera: Drosophilidae),
conhecida como drosoéfila-das-asas-manchadas (DAM), é um inseto
originario da regido centro-leste da Asia e considerado uma das mais
importantes pragas associadas ao cultivo de frutiferas (KANZAWA,
1939; DREVES et al., 2009; WALSH et al., 2011). Devido a sua elevada
polifagia e capacidade de dispersao, espalhou-se rapidamente por
diversos paises (WALSH et al., 2011; BURRACK et al., 2013; CINI et
al., 2012; DEPRA et al., 2014). No Brasil foi recentemente encontrada
nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo
(DEPRA et al., 2014), cujas perdas econdmicas associadas a essa
praga, foram relatadas na cultura do morangueiro (SANTQOS, 2014).
A DAM diferencia-se dos demais drosofilideos por apresentar o
aparelho ovipositor serrilhado (DREVES et al., 2009), caracteristica
que possibilita as fémeas ovipositar em frutas, principalmente as
denominadas de “casca fina” [amora-preta (Rubus sp.), mirtilo
(Vaccinium ashei (Reade)), cereja (Prunus sp.), uva (Vitis spp.),
framboesa (Rubus idaeus L.) e morango (Fragaria x ananassa Duch.)]
(BOLDA et al., 2010; GOODHUE et al., 2011; BURRACK et al., 2013;
SANTOS, 2014; LEE et al., 2015). Ha relatos de ataque da praga em
frutos de pessegueiro (Prunus persicae (L.) Batsch) (SCHLESENER

et al., 2014), frutas nativas [goiaba (Psidium guajava L.), aracga
(Psidium cattleianum Sabine) e pitanga (Eugenia uniflora Linnaeus)]
(ANDREAZZA et al., 2015, MULLER; NAVA 2014; NUNES et al., 2014),
macieira (Malus domestica Borkh.) (OLIVEIRA et al., 2015). Os danos
sao ocasionados pelas fémeas por meio oviposicao na superficie das
frutas, bem como pelas larvas, que se alimentam da polpa dos frutos,
deixando-os amolecidos e invidveis para a comercializacao (DAVIS et
al., 2010; WALSH et al., 2011; SANTQOS, 2014).

Por ser uma praga introduzida no Brasil ha pouco tempo, varios
estudos estao sendo conduzidos para se conhecer a bioecologia em
laboratodrio e estabelecer medidas de manejo nos pomares comerciais
(SANTOS, 2014; SCHLESENER et al., 2015; NAVA et al., 2015). Um

dos pontos fundamentais para facilitar a realizacao de pesquisas
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basicas e aplicadas com D. suzukii & o desenvolvimento de técnicas de
criagao em laboratorio. No caso de D. suzukii, trabalhos relacionados
as técnicas de criagao em dieta artificial foram desenvolvidos no
Canada (EMILJANOWICZ et al., 2014). No entanto, sabe-se que os
drosofilideos apresentam grande variabilidade nucleotidica em seu
DNA e podem apresentar mudangas cromossdmicas e morfoldgicas
em resposta ao ambiente onde a populacao se desenvolve (LEVITAN;
ETGES, 2005; ADRION et al., 2014) as quais influenciam a capacidade
de multiplicacao e adaptacao da espécie em diferentes regides.

Devido a importancia de se disponibilizar insetos para a realizacao
de experimentos de bioecologia e controle, esse Boletim de Pesquisa
e Desenvolvimento descreve uma técnica de criagao de D. suzukii,
adaptada para as condicoes brasileiras.

Materiais e Métodos

A metodologia de criacao de D. suzukii foi adaptada no Laboratério de
Entomologia da Embrapa ClimaTemperado, localizado em Pelotas, RS,
em sala climatizada com temperatura de 25 + 1°C, umidade relativa do
ar de 70 = 10% e fotofase de 14 horas.

Coleta de campo, identificacao e obtencao da primeira geracao de D.
suzukii. Frutos de nespereira infestados com D. suzukii foram obtidos
em setembro de 2014 em pomares localizados na Embrapa Clima
Temperado (latitude 31°37'23,98”S e longitude 52°31'2161”0). No
laboratorio, os frutos foram colocados em bandejas plasticas (40,0
cm x 30,0 cm x 10,0 cm) sobre uma camada de vermiculita (2,0 cm)
para absorver o excesso de umidade proveniente do processo de
decomposicao. As bandejas foram envoltas por sacos de tecido voile
para evitar a fuga dos adultos e evitar contaminagdes com outros
insetos.
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Apds a emergéncia, foram formados 250 casais sendo os machos

de D. suzukii identificados visualmente pelas manchas escuras

no apice das duas asas anteriores (CALABRIA et al., 2012), e com
fémeas supostamente da espécie D. suzukii, cuja confirmacao foi
efetuada posteriormente. Os casais de D. suzukii foram enumerados
e individualizados em gaiolas (Figura 1) confeccionadas com copos
plasticos transparentes (250 mL), posicionados de forma invertida
sobre uma placa de Petri (8 cm de didametro), com uma abertura de
4,0 cm de diametro na parte superior, vedada com tecido voile para
permitir trocas gasosas e evitar o excesso de umidade. Os adultos
foram providos com dgua destilada fornecida via capilaridade por
meio de algodao hidrofilo colocado em recipiente plastico. Como
alimento para os adultos e substrato de oviposicao e desenvolvimento
larval, foram utilizadas placas plasticas (3,5 cm diametro x 1,0 cm de
altura) contendo dieta artificial (Tabela 1).

Fotos: Felipe Andreazza

Figura 1. Detalhes da criacao de Drosophila suzukii. (A) Casais em gaiolas plasticas
(250 mL); (B) placas contendo dieta artificial, sendo a primeira como substrato de
oviposicao e a segunda para o desenvolvimento larval; e (C) placa contendo dieta
com presenca de puparios.
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Diariamente, por um periodo de oito dias, a dieta artificial foi
substituida e as placas contendo as posturas foram fechadas

com a respectiva tampa, identificadas com o nimero do casal e
acondicionadas em potes plasticos (25,0 cm x 14,5 cm x 5,0 cm)
com uma abertura circular (8,0 cm de diametro), a qual foi revestida
com tecido voile. Para estimular a oviposicao sobre as placas com
dieta artificial, foi colocada uma camada de levedura de cerveja na
superficie da dieta.

Para confirmar que os casais utilizados no experimento se tratavam
de D. suzukii, apds sua morte, procedeu-se a identificacao das fémeas
em microscopio estereoscopio (40 x), utilizando uma chave dicotémica
(VLACH, 2013). O caractere morfoldgico utilizado para identificacao
das fémeas de D. suzukii foi a presenca do ovipositor duplo e
serrilhado com dentes esclerotizados de coloracao escura (Figura

2), enquanto no macho foi utilizada como caracteristica morfoldgica

a presenca de duas manchas pretas no apice da asa anterior e duas
bandas de espinhos em forma de pente (trés a seis dentes pretos)
nos dois primeiros tarsdmeros do primeiro par de pernas (Figura 2)
(CALABRIA et al., 2012).

Fotos: (A e C) Paulo Lanzetta e (B) Daniel Bernardi

n - - N
- & M
Figura 2. Adultos de Drosophila suzukii. (A e B) Fémea
com destaque ‘circulo’ a presenca de um ovipositor
duplo, serrilhado e de coloragao escura; (C) macho
com duas manchas escuras no apice das asas
anteriores (conforme setas) e dois pentes com trés a
seis dentes pretos nas pernas.
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As placas contendo larvas e pupas dos casais identificados como D.
suzukii foram separadas para emergéncia em uma Unica gaiola de
criacao e em caso de haver a presenca de insetos de drosofilidios de
outras espécies, os mesmos foram descartados. O inicio da criacao se
deu com a obtencao dos insetos da primeira geracao de D. suzukii.

Dieta artificial: a dieta artificial utilizada no trabalho foi a descrita
por Emiljanowicz et al. (2014), com modificacoes e adequacgoes do
protocolo. Para tanto, a quantidade de agua foi aumentada em 300
mL e a quantidade de agar bacterioldgico reduzido para 12 g (Tabela
1). Esse ajuste foi necessario para evitar o rapido ressecamento da
dieta durante o desenvolvimento larval. Os demais ingredientes da
dieta artificial foram mantidos na mesma proporc¢ao definida por
Emiljanowicz et al. (2014) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicao da dieta artificial utilizada para a criacao de Drosophila

suzukii.

Agua destilada 933,00 (mL) 1.233,00 (mL)
Acucar cristal 66,67 (g) 66,67 (g)
Levedura de cerveja 23,33 (g) 23,33 (g)
Farinha de milho fina 41,66 (g) 41,66 (g)
Agar bacteriologico 15,0 (g) 12,0 (g)
Acido propidnico 5,9 (mL) 5,9 (mL)
Nipagim™ 10% em alcool 11,1 (mL) 11,1 (mL)

1 Dieta proposta por Emiljanowicz et al. (2014)
Preparo da dieta artificial:

1° - Fervura de 933,00 mL de dgua destilada.

2° - Diluicao dos ingredientes secos (agucar cristal, levedura de
cerveja, farinha de milho fina e 4gar bacterioldgico) no restante da
agua (300 mL) e adicao na agua fervente.

3° - Para evitar a perda excessiva de dgua da dieta por evaporacao,
proporcionou-se fervura por 15 minutos e, a seguir, fervura média por

13
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mais 15 minutos. Posteriormente, a temperatura da dieta foi abaixada
até 60 °C a 65 °C, anteriormente a adigao de acido propidnico e
Nipagim™ a 10% (peso/volume) diluido em alcool 96 °GL.

A dieta foi depositada em placas plasticas (8,5 cm diametro x 1,0 cm
de altura) e copos plasticos (50 mL) (Figura 3). Apds seu resfriamento,
os copos foram acondicionados em recipientes plasticos (25,0 cm

x 14,5 cm x 5,0 cm) e, juntamente com as placas, armazenados em
geladeira (4 °C).

145 mm

h
L4

Foto: Paulo Lanzetta

S50 mm
250 mn

<

h
v
(3}

85 mm

Figura 3. Procedimento para disponibilizar a dieta artificial a Drosophila suzukii. (A)
Placa de Petri contendo dieta artificial para servir de substrato de oviposicao; (B)
copos plasticos (60 mL) com dieta artificial contendo o alimento dos adultos e (C)
recipiente plastico para o armazenamento da dieta em geladeira.
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Manutencao da criacao: diariamente uma placa contendo dieta
artificial (substrato de oviposigao), retirada da geladeira com uma
hora de antecedéncia, foi pulverizada com levedura de cerveja e
ofertada por 24 horas para os adultos na gaiola de criacao. Decorrido
este tempo, as placas foram retiradas e fechadas com as respectivas
tampas e acondicionadas em potes plasticos (25,0 cm x 14,5 cm x
5,0 cm) com uma abertura circular (8,0 cm de diametro), a qual foi
revestida com tecido voile para ocorrer o desenvolvimento larval.
Trés dias apos, as placas “sem tampas” foram colocadas no interior
de gaiolas de emergéncia (Figura 4) confeccionadas a partir de caixas
plasticas semitransparentes (26,2 cm x 17,7 cm x 14,7 cm), com duas
aberturas retangulares nas laterais (8,0 cm x 10,0 cm), uma abertura
retangular na tampa (15,5 cm x 5,0 cm), revestidas com tecido voile.
Para facilitar a limpeza e a troca de alimento, foi feito uma abertura
circular (9,5 cm de didametro) na parte frontal da caixa, na qual foi
colocada uma “manga” feita a partir de malha tubular para gesso ou
tecido voile (Figura 4).

Foto: Paulo Lanzetta
Foto: Felipe Andreazza

Figura 4. Caixa plastica semitransparente utilizada como gaiola de emergéncia de
adultos de Drosophila suzukii. (A) Gaiola de emergéncia e (B) placas com dieta
artificial com a presenca de larvas e pupas.

Apds a emergéncia, os insetos foram transferidos da gaiola de
emergéncia para a gaiola de criacao, por meio de tubo plastico de
PVC (20,0 cm altura x 10,0 cm de diametro) que unia as duas gaiolas.
As gaiolas de criagao de adultos foram confeccionadas a partir de
uma caixa plastica semitransparente (45,7 cm x 28,0 cm x 32,6 cm),
com aberturas retangulares nas laterais menores (8,0 cm x 13,0 cm),
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circulares nas laterais maiores (14,5 cm de didmetro) e retangulares
(20,0 cm x 25,0 cm) na tampa. Todas as aberturas foram revestidas
com tela plastica de malha fina. Para facilitar as atividades de
manutencao dos insetos no interior da gaiola de criacao colocou-se
uma “manga” feita a partir de malha tubular para gesso, ou tecido
voile, em uma das aberturas circulares presentes na caixa (Figura 5).

.il.,;.ﬁe =i _ |
Figura 5. Caixa plastica semitransparente (30L) utilizada como gaiola de criagdo de
adultos de Drosophila suzukii. (A) Gaiola com detalhes da dimenséao e a abertura
(indicada pela seta) confeccionada por “manga” com tecido de malha tubular; (B)
vista lateral interna mostrando o substrato para oviposicdo (placa com dieta artificial);
(C) copo pléstico (50 mL) servindo como alimento de adultos; e (D) recipientes para o
fornecimento de agua destilada.
Para avaliar a viabilidade da técnica de criagao, os seguintes
parametros foram determinados: duracao de cada fase do ciclo
biologico, nimero médio de moscas adultas em cada gaiola,
percentual de emergéncia e quantidade de adultos emergidos
por placa diariamente nos primeiros 19 dias de idade das gaiolas
de criacao. O numero de geragoes/ano foi calculado a partir do
somatorio térmico anual na temperatura usada no experimento (25°C),
considerando-se uma temperatura base (Tb) de desenvolvimento de
7,2°C (TOCHEN et al., 2014), dividido pela soma térmica necessaria
para o inseto completar o desenvolvimento (ovo-adulto).

Resultados e Discussao

A técnica proposta propiciou a manutencao da criagao de D. suzukii
em laboratorio de forma continua. A dieta artificial mostrou ser
adequada para a oviposicao de D. suzukii e também possibilitou o
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desenvolvimento larval e propicia as condicdoes adequadas para que
ocorresse o estagio de pupa. A duracgao dos estagios de ovo, larva e
pupa foi de um, seis e quatro dias, totalizando para o ciclo biologico
(ovo-adulto) 11 dias (Tabela 2). O periodo de pré-oviposicao foi de
dois dias. Os valores dos parametros bioldgicos encontrados nesse
trabalho foram similares ao observado por Emiljanowicz et al. (2014),
embora a temperatura utilizada para a determinacao dos parametros
bioldgicos tenha sido de 22 °C. Considerando-se o somatério térmico
anual de 6.497,0 °C e o somatdrio térmico necessario para o inseto
completar o periodo ovo-adulto de 195,8 °C (11 dias em 25 °C),
obtivemos uma estimativa de 33,2 geragdes/ano.

Tabela 2. Valores dos parametros biolégicos de Drosophila suzukii criada em
dieta artificial. Temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa do ar de 70 + 10% e
fotofase de 14 horas.

Ovo 1
Larva

Pupa 4
Ciclo (ovo-adulto) M

Com base nos parametros bioldgicos dos adultos, foi verificado que

o pico de oviposicao de D. suzukii em laboratério ocorreu entre 0 9°e
o 10° dia apds a emergéncia ou sete dias apds a montagem da gaiola
de criacao (Figura 6), com viabilidade pupal de 70,5% (Figura 6). A
razao sexual média (n° de fémeas/ n° de fémeas + machos) ao longo do
periodo de avaliagao foi de 0,56 + 0,047

A técnica de criacao de D. suzukii descrita foi eficiente para a
multiplicagao do inseto em laboratério, apresentando como
caracteristicas favoraveis para a producao continua de insetos, facil
manutencao e possibilidade de rapida multiplicacdo em caso de
necessidade de maior nimero de insetos para bioensaios. De acordo
com fluxograma de criacao apresentado na Figura 7, foi possivel
manter um numero médio de 3.500 a 4.000 moscas adultas por gaiola
de criagcao, considerando um numero médio de emergéncia de 1250
moscas por dia nos primeiros nove dias de cada gaiola (Figura 6).
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Figura 6. Numero de adultos emergidos e percentual de emergéncia de Drosophila
suzukii por gaiola apds inicio da oviposicao em dieta artificial. Temperatura de 25 + 1 °C,
umidade relativa do ar de 70 + 10% e fotofase de 14 horas.
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Figura 7. Fluxograma de montagem e eliminacao de gaiolas de criacao de Drosophila
suzukii em dieta artificial.
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Conclusoes

Apesar da técnica de criacao ser viavel, deve-se ter cuidado com

a contaminacao com acaros na dieta, especialmente, na fase de
transferéncia dos adultos das gaiolas de emergéncia para a gaiola de
criacado. Todo o material utilizado deve ser limpo e esterilizado com
alcool 70%.

Atentar também para contaminacoes por outras espécies

de drosofilideos, que podem em poucas geragoes tornar-se
numericamente dominantes na criagao. Para tal, a dieta nunca devera
ficar exposta em ambiente externo a gaiola, e as gaiolas devem ser
vedadas para evitar a entrada de outras espécies de drosofilideos.

Em relacao a temperatura no interior da gaiola, essa nao deve ser muito
elevada, evitando-se posiciona-la na direcao de saidas de aparelhos de
ar condicionado das salas de criacao, pois esses proporcionam uma
corrente de ar geralmente de temperatura mais elevada do que a média
da sala, de modo a proporcionar elevada mortalidade dos adultos de D.
suzukii.

A técnica de criacao descrita e avaliada é eficiente para a multiplicacao
de todas as fases de desenvolvimento de D. suzukii em dieta artificial
em laboratorio.
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