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Apresentacao

Estratégias de controle que visem combater a mosca-da-carambola sdo fundamentais para a defe-
sa fitossanitaria do Pais, uma vez que a possivel dispersao dessa importante praga quarentenaria
para outras regides do Brasil, podera implicar em prejuizos expressivos para a economia brasileira
e para a sociedade, ja que a producao de frutas € uma das cadeias produtivas que mais emprega
mao de obra no agronegdcio brasileiro.

Nesse sentido, a Embrapa vem envidando esforgos para contribuir com o Programa Nacional de
Combate as Moscas-das-frutas (PNMF) - Subprograma de Supressao com vistas a Erradicagéo de
Bactrocera carambolae, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, no intuito de dispo-
nibilizar mais alternativas de manejo para a praga.

O controle biolégico se apresenta como uma alternativa viavel e promissora, especialmente em
areas de atuacgao estratégicas, como a faixa de fronteira e as areas protegidas, minimizando, as-
sim, os possiveis impactos ambientais causados pelo controle quimico utilizado para o controle da

praga.

Nagib Jorge Melém Junior

Chefe-Geral da Embrapa Amapa






Sumario

T a1 el 8 To== Lo T OO PP TPPT SRR 9
Metodologia para o estabelecimento da colénia do parasitoide ..o 11
Estabelecimento da criagao de Bactrocera carambolae em laboratorio..........cccceeeeeeieieiiiiiiiiiiiiiiiieeii, 11
Manutengéo das larvas em dieta artificial .............ccccuviiiiiiii i 1"
Estabelecimento da colénia de Fopius arisanus em 1aboratorio ............ccceevveeeeiiiicciiiiiieee e 14
Confecgao das gaiolas de criagao de adUOS........ooiiieiiieeee e 14
AlIMeNntacao dOS AdUITOS .......cooo it e e e e aaaaaaaaaaaens 15

Obtencéo de parasitoides a partir de frutos de goiaba infestados

por ovos de Bactrocera CarambOIAE ................cooiuueeiiiieee e 15
Processamento dos dados COIEATOS ..........coiiiiiiiiiiiii e 18
RESUITAAOS € DISCUSSA0 ...ttt e e e e e e e et e e e e ab e e e e e et e e e e e e aanre e e e e ennes 19
{070 o3 [01-7- Lo J RSP PERPUPPPPRP 21

R (<1 (=T (o1 1= TR 21






Foto: Cristiane Ramos de Jesus
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sobre a mosca-da-carambola em condi¢des de laboratério

Introducao

A mosca-da-carambola [Bactrocera carambolae Drew & Hancock (Diptera: Tephritidae)] (Figura 1),
praga quarentenaria presente no Brasil, € uma das principais ameagas a competitividade da fruticul-
tura brasileira no mercado externo (Pessoa et al., 2016). Embora sua distribui¢cdo seja restrita aos
estados do Amapa e Roraima, na regido Norte do Pais, e esteja sob controle oficial do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), por meio do Programa Nacional de Combate as
Moscas-das-frutas (PNMF) - Subprograma de Supressao com vistas a Erradicagdo de Bactrocera
carambolae, a preocupacgao com a possivel dispersdo da praga é constante (Brasil, 2013; 2015).
Estima-se que o impacto das perdas causadas pela possivel dispersdo da mosca-da-carambola
para o polo fruticola do Vale do Submédio do Rio Sao Francisco, na regido Nordeste do Brasil, onde
as condi¢des ambientais proporcionadas pela pratica da irrigagdo e produgao ininterrupta de frutos
hospedeiros tornam o ambiente favoravel ao desenvolvimento da praga, seja de aproximadamente
R$ 190 milhdes, a partir do quarto ano de embargo fitossanitario em areas de produgdo de manga
para exportacao (Miranda et al., 2015; Pessoa et al., 2016).

Desde a sua introducao no Brasil, em 1996, no municipio de Oiapoque, AP, as agdes para o controle
da mosca-da-carambola, realizadas pelo Mapa, consistem na utilizagado das técnicas: aniquilagao
de machos, com utilizacdo de blocos de fibra impregnados com metil-eugenol e o inseticida mala-
tion; iscas toxicas impregnadas com proteina hidrolisada e o inseticida malation; enterrio de frutos;
e pulverizacao de pomares com o inseticida espinosade (Godoy et al., 2011). A analise de beneficio-

Figura 1. Mosca-da-carambola, Bactrocera carambolae.
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-custo, utilizada nas avaliagcbes de impacto econdmico de defesa agropecuaria, mostra que a perda
liquida evitada pelas agbes de controle executadas pelo Mapa é de cerca de R$ 1 bilhdo e, que a
cada R$ 1,00 investido pelo governo federal, o retorno é de até R$ 35,70 (Miranda; Adami, 2015).

Na busca de novas estratégias de controle para a mosca-da-carambola, especialmente aquelas ba-
seadas em solugdes tecnoldgicas de baixo impacto ambiental, o controle bioldgico classico com a
utilizagdo de parasitoides se apresenta como uma alternativa viavel. Em geral, os parasitoides sao
insetos cujas fémeas depositam seus ovos sobre ou no interior de seus hospedeiros e, apos a eclo-
sao0, as larvas consomem o corpo do hospedeiro, levando-o necessariamente a morte. Apds o desen-
volvimento larval ocorre a fase de pupa, da qual emerge o adulto do parasitoide (Costa et al., 2006).

Fopius arisanus (Sonan, 1932) (Hymenoptera: Braconidae) € um parasitoide originario da regido
Indoaustraliana, que apresenta preferéncia por ovos do género Bactrocera. E considerado um dos
unicos endoparasitoides com capacidade de parasitar ovos de Tephritidae, embora também pos-
sua a habilidade de atacar os primeiros estadios larvais de seus hospedeiros (Wharton; Gilstrap,
1983). Essa caracteristica lhe confere vantagem adaptativa sobre os competidores potenciais que
exploram estadios de larva ou pupa, o que possivelmente foi determinante para sua prevaléncia
apos a introducao no Havai, EUA, no final da década de 1940, para o controle da mosca-do-medi-
terraneo [Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae)] e da mosca-oriental [Bactrocera dorsalis (Diptera:
Tephritidae)] (Vargas et al., 1993; Zenil et al., 2004; Rousse et al., 2005).

A partir do desenvolvimento de técnicas viaveis de criacao desse parasitoide em laboratério, no final
dos anos 1990, houve um incremento consideravel de pesquisas acerca de sua biologia e potencial
de utilizacao para fins de controle biolégico de moscas-das-frutas (Bautista et al., 1999; Rousse et
al., 2005).

Diante dessaexperiénciade sucesso,aEmbrapaAmapa, emparceriacomoutrasinstituicdes, elaborou
o projeto “Introducéao do parasitoide exético Fopius arisanus no Brasil com vistas ao controle bioldgico
de Bactrocera carambolae” (Codigo SEG: 03.09.06.025.00.00), por meio do qual, em 2013, chegaram
ao Brasil as primeiras remessas do parasitoide, oriundas do Havai, EUA (Deferimento de importagao
- Processo n°® 21052.004662/2012/65). Os parasitoides passaram pelo processo de quarentena no
Laboratério de Quarentena “Costa Lima”, em Jaguariina, SP, onde foram realizados testes de com-
peticdo com parasitoides nativos e avaliada a sua capacidade de parasitismo em espécies nativas de
moscas-das-frutas. Posteriormente, os insetos foram encaminhados a Embrapa Semiarido, Petrolina,
PE, para multiplicagdo sobre C. capitata, hospedeiro alternativo. O estabelecimento da criagdo de
F. arisanus em B. carambolae na Embrapa Amapa teve inicio apenas no final de 2015, a partir de
remessas de puparios de C. capitata irradiados, oriundos da Embrapa Semiarido.

Dessa forma, para se fazer uma criagao isenta (“limpa”), os ovos de C. capitata foram irradiados com
10 Gy por 6 horas antes de serem expostos ao parasitismo. Esse procedimento tem por objetivo inviabi-
lizar os ovos do hospedeiro alternativo, de modo a impedir que este complete seu ciclo biolégico devido
ao parasitismo, permitindo, assim, a emergéncia apenas do parasitoide F. arisanus, processo chamado
de “criacao limpa”. Isso foi imprescindivel para ndo se correr o risco da introdugdo de C. capitata no es-
tado do Amapa, o qual é isento da ocorréncia dessa espécie de mosca até o momento.

A manutengdo de uma colbnia de F. arisanus sobre B. carambolae é fundamental para viabilizar
estudos sobre a sua biologia, percentuais de parasitismo, criagdo massal e de eficiéncia de con-
trole em condi¢gdes de campo. A metodologia de criagdo para o estabelecimento da colénia de
F. arisanus sobre B. carambolae foi adaptada a partir de técnicas ja existentes para outras espécies
de moscas-das-frutas.
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Metodologia para o estabelecimento da col6nia do parasitoide

Estabelecimento da criacao de Bactrocera carambolae em laboratoério

Para o estabelecimento de uma colénia de F. arisanus em laboratério, primeiramente foi necessaria
a manutencgao da colbnia de seu hospedeiro preferencial, B. carambolae.

O estabelecimento e a manutencdo da colbénia de mosca-da-carambola em laboratério na
Embrapa Amapa foram realizados de acordo com a metodologia descrita por Bariani et al. (2016).
Posteriormente, a dieta utilizada para manutengao das larvas foi substituida por uma dieta a base
de cenoura descrita por Teran (1977), com adaptagdes.

Manutencao das larvas em dieta artificial

Material utilizado
* acido citrico;
* acgucar;
* benzoato de sodio;
* cenoura;
» farinha de milho;
* levedo de cerveja;
* metilparabeno;
» agua destilada;
* alcool 70%;
» espatula em acgo inoxidavel,
» faca em aco inoxidavel,
* bandeja de plastico;
* potes de plastico;
» bastao de vidro;
* becker;
* luvas de latex descartaveis;
* balanca eletrénica de bancada;
» chapa aquecedora;
* freezer.
Preparo da dieta para larvas

Para obtengao de 1.000 g de dieta para larvas, foram utilizadas as medidas que constam na Tabela 1.



Fotos: Adriana Bariani
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Tabela 1. Composicado da dieta artificial para larvas utilizada para criagdo de Bactrocera carambolae em laboratério.

Componente Quantidade

Cenoura crua sem casca 200 g
Cenoura cozida sem casca 200 g
Agucar 200 g
Farinha de milho 240 g
Levedo de cerveja 4049

Acido citrico 576g
Benzoato de sédio 1,76 g
Metilparabeno 1,76 g
Agua para diluir o acido citrico 40 mL
Agua para diluir o benzoato de sédio 40 mL
Alcool 70% para diluir o metilparabeno 12 mL

O preparo consistiu na retirada das cascas das cenouras, com auxilio de uma faca, e pesagem em
duas partes de 500 g cada (Figura 2A). Os ingredientes secos (agucar, farinha de milho e levedo de
cerveja) foram pesados separadamente (Figura 2B). Em seguida, as cenouras foram cortadas em
pedagos pequenos e uma parte foi cozida (Figura 2C). Todos os ingredientes secos foram pesados
separadamente e, em seguida, misturados em uma bandeja (Figuras 2D e 2E), com auxilio de uma
espatula.

O acido citrico foi pesado em becker e diluido em 100 mL de agua destilada, com auxilio de bastao
de vidro. O benzoato de sddio foi pesado e dissolvido em 100 mL de agua destilada e o metilpa-
rabeno foi pesado e dissolvido em 40 mL de alcool a 70% (Figura 3A). Foram trituradas 500 g de
cenoura crua em processador de alimentos e, posteriormente, em liquidificador com as solugdes de
acido citrico e de metilparabeno (Figuras 3B e 3C). Apds esse processo, a massa foi acrescentada
aos ingredientes secos ja misturados na bandeja (Figura 3D)

Figura 2. Preparo de dieta para larvas de Bactrocera carambolae: pesagem de cenoura em balanga de bancada (A); pesa-
gem de aglcar em balanga de bancada (B); cenoura cortada em pedagos sendo cozida em chapa aquecedora (C); potes
contendo agucar, levedo de cerveja e benzoato de sédio (D); e ingredientes secos para serem misturados em bandeja (E).
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Figura 3. Preparo da dieta com a cenoura crua: recipientes contendo acido citrico, benzoato de soédio, metilparabeno,
agua destilada e alcool a 70% (A); processador de alimentos contendo cenoura crua triturada (B); liquidificador contendo
cenoura processada (C); e ingredientes misturados, exceto a cenoura cozida (D).

A cenoura cozida foi triturada no processador de alimentos, apds, processada no liquidificador com
a solugao de benzoato de sédio (Figura 4A) e, em seguida, acrescentada aos outros ingredientes
até formar uma mistura homogénea (Figura 4B). A dieta pronta foi acondicionada em pote de plasti-
co devidamente identificado e armazenado em freezer (aproximadamente -6 °C) (Figura 4C).

-~ - = ¥
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Figura 4. Preparo de dieta para larvas de Bactrocera carambolae: cenoura cozida sendo acrescentada aos ingredientes,
apos ser processada em liquidificador (A); ingredientes sendo misturados em bandeja (B); e pote contendo dieta pronta
para armazenamento (C).
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Estabelecimento da col6nia de Fopius arisanus em laboratoério

Confeccgao das gaiolas de criagdo de adultos

Material utilizado
* bastao de cola quente, composto de resina de etileno vinil acetato (EVA) e resinas sintéticas;
* caixa plastica organizadora transparente (28,2 cm x 26,5 cm x 28,03 cm);
* lamina de serra manual, em aco;
* pistola para cola quente;
» tampa plastica transparente de 10,5 cm de didmetro;
» tecido tipo organza com 45 cm x 14 cm;
* tela tipo mosquiteiro branca;
* velcro (macho e fémea).
Construcao das gaiolas

As gaiolas de criacdo de adultos foram confeccionadas utilizando-se caixa plastica organizadora
transparente, cortando-se as laterais maiores e substituindo-as por tela tipo mosquiteiro de cor
branca, colada com cola quente. A tela nas laterais é importante pois permite as trocas gasosas e
entrada de luminosidade (Figura 5A). A tampa da caixa foi vedada com cola quente, evitando deixar
qualquer abertura por onde os insetos pudessem sair.

Em uma das laterais menores foi realizada uma abertura circular e fechada com uma tampa trans-
parente. Por essa abertura foi realizada a manutencgéo interna da gaiola (limpeza, troca de dieta e
agua). Para evitar que os parasitoides saissem por essa abertura, foi confeccionada uma manga de

Figura 5. Gaiola de criagao de Fopius arisanus: vista lateral (A); vista frontal, com destaque da abertura para manuseio
na parte interna da gaiola (B).
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tecido organza e velcro, colada com cola quente ao redor da abertura. Para isso, quatro pedacgos de
16 cm, do lado “macho” do velcro, foram colados em volta da abertura, formando um quadrado. No
lado “fémea” do velcro foram costurados quatro pedacos do mesmo tamanho em formato quadrado,
em um pedaco de tecido tipo organza. A manga facilita 0 acesso ao interior da gaiola e evita a saida
dos insetos da gaiola para o exterior durante as manipulacoes (Figura 5B).

Alimentagao dos adultos
Material utilizado
» agua destilada;

* mel;

frasco de vidro tipo penicilina;

* luvas descartaveis;

* esponja tipo tecido vegetal,

* papel absorvente neutro picado;

» filme de parafina plastica ou filme de PVC transparente (papel filme);

recipiente de plastico;
* tesoura.
Preparo da dieta para adultos

Adieta solida utilizada para alimentacao dos adultos de F. arisanus foi confeccionada a base de mel,
adicionado ao papel absorvente neutro. O papel foi picado com auxilio de uma tesoura e misturado
com o mel. Essa mistura foi colocada em um recipiente e oferecida aos adultos no interior da gaiola
logo apds o seu preparo. A dgua foi oferecida por capilaridade em esponja tipo tecido vegetal, utili-
zando-se vidro transparente tipo penicilina. A parte superior do vidro em volta da esponja foi fechada
com filme de parafina plastica para evitar que

os insetos entrassem no recipiente (Figura 6).

A manutencgao da criagdo dos adultos foi rea-
lizada a cada dois dias, com troca da dieta e
agua, bem como limpeza e retirada dos adultos
mortos.

Foto: Adriana Bariani

Obtencao de parasitoides a partir
de frutos de goiaba infestados por
ovos de Bactrocera carambolae

Material utilizado
» vermiculita super fina;

* mel;

 dieta alimentar soélida para adultos de

) Figura 6. Dieta para adultos de Fopius arisanus -
B. carambolae e F. arisanus; recipientes contendo alimento sélido e agua destilada.
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fruto de goiaba adquirido em supermercado;
» agua destilada;
* algodéo;
* bandejas de plastico;
* caneta para retroprojetor;
* espatula em ago inoxidavel;
* esponja tipo tecido vegetal;
* lapis;
* papel higiénico neutro;
* pote de plastico transparente;
* prancheta;
* recipiente para colocar o fruto;
» tecido tipo organza;
* gaiolas de criacao de B. carambolae;
* gaiolas de criacao de F. arisanus;
» tampa de tubo Falcon.
Procedimento

Frutos de goiaba isentos de infestagéo foram oferecidos sobre tampa de tubo Falcon, o qual servia
de suporte ao fruto, para oviposi¢ao, por 24 horas, no interior de gaiola de criagdo de B. carambolae
(Figuras 7A e 7B) contendo machos e fémeas em idade reprodutiva na proporgao 1:1.

Ap6s infestacao, os frutos foram transferidos e mantidos em gaiola de criagao de F. arisanus, con-
tendo machos e fémeas em idade entre 20 e 30 dias) na propor¢do de 1:1, por 24 horas (Figuras 8A
e 8B). Decorrido esse tempo, os frutos foram retirados e armazenados em temperatura ambiente,

Fotos: Adriana Bariani

Figura 7. Gaiola de criagéo de Bactrocera carambolae contendo frutos de goiaba para oviposigéo: vista lateral da gaiola
(A); e B. carambolae ovipositando no fruto de goiaba (B).
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separadamente, em recipiente de plastico transparente contendo vermiculita, coberto com tampa
vazada e tecido tipo organza (Figuras 9A e 9B).

Os recipientes contendo os frutos foram vistoriados a cada dois dias, para o controle da umidade
na vermiculita. Quando identificado excesso de umidade foi feita a retirada da agua disponivel no
recipiente; ja em casos em que a vermiculita estava seca, esta foi umedecida com agua destilada.

Figura 8. Gaiola de criagdo de Fopius arisanus contendo goiaba infestada por Bactrocera carambolae: detalhe interno da
gaiola (A); e F. arisanus ovipositando em fruto de goiaba contendo ovos de B. Carambolae (B).

ik et canici

Figura 9. Frutos de goiaba contendo ovos de Bactrocera carambolae apos oviposigéo por fémeas de Fopius arisanus:
pote contendo fruto e vermiculita (A); e potes com frutos em sala com temperatura ambiente (B).

Nessa vistoria, ao identificar a presenca de puparios, os mesmos foram retirados com auxilio de
uma espatula e transferidos para potes de plastico transparente contendo uma fina camada de
vermiculita umedecida (Figuras 10A e 10B). Os potes com puparios foram mantidos no interior de
gaiolas de criagao até a emergéncia de adultos.

Os puparios e individuos adultos obtidos foram contabilizados e anotados em planilha conforme
modelo apresentado na Figura 11.
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Fotos: Adriana Bariani

Figura 10. Frasco contendo puparios de Bactrocera carambolae e vermiculita (A); e puparios de B. carambolae, parasi-
tados ou nao por Fopius arisanus (B).

[ o
Data da NE de Data da N2 de adultos de N2 de adultos de

obtencio dos Bactrocera carambolae Fopius arisanus

puparios emergéncia

puparios emergidos emergidos

Figura 11. Modelo de planilha para preenchimento de dados a serem utilizados para determinar o percentual de parasi-
tismo de ovos de Bactrocera carambolae por Fopius arisanus em ovos de B. carambolae.

Os individuos adultos de B. carambolae e F. arisanus obtidos foram transferidos para gaiolas de
criacdo. As gaiolas continham agua, dieta para adultos e foram mantidas em sala climatizada
(26 £ 2 °C; 70 £ 10% U.R. e fotoperiodo de 12 horas).

Processamento dos dados coletados

Os dados anotados nas planilhas foram utilizados para determinar os parametros descritos abaixo
com suas respectivas equacgoes:

» Percentual de parasitismo de Fopius arisanus sobre Bactrocera carambolae:
% de parasitismo = [(n° total de adultos de F. arisanus/n® total de puparios)*100]
» Razao sexual de F. arisanus e B. carambolae:

[(n° de fémeas)/(n° de fémeas + n° de machos)]
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Resultados e Discussao

A metodologia utilizada permitiu obter 21 gerag¢des de F. arisanus, ja que nas geragoes F1 e F2
foi possivel apenas testar a metodologia apresentada neste trabalho, ndo sendo possivel obter
dados. As geracdes F3 até F21 apresentaram um total de 41.748 puparios, 18.804 adultos de
B. carambolae e 16.304 adultos de F. arisanus (Tabela 2).

O percentual de parasitismo variou de 24,4% na geragdo F6 a 64,4% na geracado F14, ficando
acima de 30% na maioria das geracdes (Figura 12). Essa variagdo, possivelmente, ocor-
reu devido a adaptacao do parasitoide ao novo hospedeiro, uma vez que a populacao de
F. arisanus remetida a Embrapa Amapa foi desenvolvida no hospedeiro Ceratitis capitata
(Diptera: Tephritidae).

Gongalves et al. (2017) ressaltam que F. arisanus € um parasitoide altamente eficiente, apresentan-
do, em alguns casos, niveis de parasitismo superior a 50% em condigbes de campo.

A razao sexual de F. arisanus variou de 0,26 na geragao F21 até 0,55 na geragao F3.

Tabela 2. Numero de puparios, adultos e razdo sexual de Bactrocera carambolae e de Fopius arisanus, e percentual de
parasitismo de ovos de B. carambolae por F. arisanus.

Geragio N° pupérios N° adultos de Razao sexual N° adqltos de Razdo §exua| Parasitismo
B. carambolae de B. carambolae F. arisanus de F. arisanus (%)
F3 867 365 0,50 343 0,55 39,6
F4 2.051 520 0,51 680 0,46 33,2
F5 710 317 0,48 236 0,34 33,2
F6 968 454 0,55 236 0,32 24,4
F7 4.331 1.980 0,53 1127 0,36 26,0
F8 2.535 1.212 0,50 719 0,30 28,4
F9 2.487 1.248 0,48 777 0,31 31,2
F10 2.104 625 0,53 944 0,40 44,9
F11 1.404 352 0,51 381 0,35 271
F12 3.019 1.370 0,49 1.568 0,43 51,9
[F13 4.470 1.316 0,52 2.476 0,43 55,4
F14 3.506 1.150 0,48 2.259 0,35 64,4
F15 768 292 0,48 429 0,43 55,9
F16 1.812 979 0,50 805 0,37 44 .4
F17 1.330 803 0,51 515 0,29 38,7
F18 2.135 1.419 0,45 640 0,27 30,0
F19 1.149 834 0,46 307 0,31 26,7
F20 4.668 3.085 0,48 1410 0,27 30,2
F21 2,494 1.286 0,50 967 0,26 38,8
42.808 total g 0’,5(.) 16.819 total 013(.3 381

total média média média

O tempo de desenvolvimento ovo-adulto de F. arisanus sobre o hospedeiro B. carambolae foi de
21,86 + 1,03 dias, sendo a duragdo de ovo-pupa de 13,78 £ 0,81 dias e de pupa-adulto de 8,71
+ 0,95 dias (Figura 13). Rousse et al. (2005) relatam que os adultos de F. arisanus criados em
B. dorsalis, tém uma expectativa média de vida de 20 dias e maximo de 40 dias.
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Geragdo de Fopius arisanus

Figura 12. Variagdo no percentual de parasitismo entre as 19 geracdes de Fopius arisanus criado sobre Bactrocera
carambolae.
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Figura 13. Ciclo de vida de Fopius arisanus criado sobre Bactrocera carambolae em frutos de goiaba.
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Conclusao

Uma colénia do parasitoide exoético Fopius arisanus criada sobre o hospedeiro preferencial
Bactrocera carambolae foi estabelecida na Embrapa Amapa, com um percentual de parasitismo
que indica boa possibilidade de utilizacao desse parasitoide como agente de controle biolégico da
mosca-da-carambola.
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