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APLICACAO DA TECNICA DE FLUORESCENCIA DE RAIOS X NA
MARCACAO COM Mn, Sr E Cu, DOS PARASITOIDE E HOSPEDEIRO:
Muscidifurax  uniraptor Kogan & Legner, 1970 (HYMENOPTERA:
PTEROMALIDAE) E Musca domestica L., 1758 (DIPTERA: MUSCIDAE).

Autor: Natanael Marcio Itepan
Orientador: Prof. Dr. Valter Arthur
Resumo

O objetivo deste trabalho foi desenvolver a metodologia de marcagéo de adultos
de Musca domestica e Muscidifurax uniraptor utilizando os elementos Mn, Sr ¢ Cu,
com o uso da fluorescéncia de raios X. Este trabalho foi realizado no Laboratério de
Controle Biologico da Mosca Doméstica, “Eduardo Hiroshi Mizumoto”, do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia ¢ Zoologia da ESALQ / USP, e no
Laboratdrio de Instrumentagfio Nuclear, da Divisdo de Desenvolvimento de Métodos e

Técnicas Analiticas e Nucleares, do CENA/USP em Piracicaba, Sdo Paulo.

As larvas foram transferidas para a dieta marcada com niveis crescentes dos
elementos Mn, Sr e Cu. Os niveis testados para todos os elementos foram: 0
(testemunha), 0,25; 0,50; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 e 64,0 mg por grama de dieta.
Pupas marcadas com 1,00 a 4,00 (Mn) e 1,00 (Sr e Cu) mg por grama de dieta foram
testadas para o parasitdide M. uniraptor.

A quantificagdo da concentragdo dos elementos quimicos foi realizada por
meio da técnica analitica denominada fluorescéncia de raios X por dispersdo de energia
(EDXRF, energy dispersive X-ray fluorescence).

Dosagens de 2,00 (Mn) e 1,00 (Sr ) mg adicionados a dieta de M. domestica

foram suficientes para a marcagfio dos adultos do inseto, niio afetando sua esperanga de

vida.

COMSSAQ NACIOKAL BE EMERCIA NUCLERR/SP-IPEN




Pupas oriundas de larvas de M. domestica tratadas com dosagens de 2,00 (Mn) e
1,00 (Sr e Cu ) mg adicionadas & dieta, utilizadas como hospedeiras do parasitéide M.
uniraptor afetaram a viabilidade de suas formas imaturas e ndo conseguiram marcar os

adultos.
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FLUORESCENCE TECHNIQUE APPLICATION OF X-RAY IN LABELING
WITH Mn, Sr E Cu, OF THE PARASITOID AND HOST: Muscidifurax uniraptor
Kogan & Legner, 1970 (HYMENOPTERA: PTEROMALIDAE) AND Musca
domestica L.,1758 (DIPTERA: MUSCIDAE).

Auther: Natanael Marcio Itepan
Adyiser: Prof. Dr. Valter Arthur
Summary
The objective of this work was to develop the methodology of the labeling adult
of Musca domestica and Muscidifurax uniraptor using the elements Mn, Sr and Cu with
the use of x-ray fluorescence. This work was carried out in the Laboratory of Biological
Control of House Flies, “Eduardo Hiroshi Mizumoto”, of the “Entomology,
Fitopatology and Zoology Department of the College of Agriculture “Luiz de Queiroz”
ESALQ/USP), and the Division of Methods the Development and Nuclear Analytics
Techniques, of CENA/USP, Piracicaba, S3o Paulo, Brazil.
The larvae was removed to the labeled diet with increasing level of the elements
Mn, Sr and Cu. The levels tested for all element were: 0 (control); 0,25; 0,50; 1,00;
2,00; 4,00, 8,00; 16,00; 32,00 and 64,00 mg/gr of diet.
Labeled pupae with 1,00 to 4,00 (Mn) and 1,00 (Sr and Cu) mg/gr of diet were
tested for the pupal parasitoid M. uniraptor.
The concentration quantity of the chemical elements was realized by the
Analytical Technique denomined (EDXRF) energy dispersive X-ray fluorescence.
Concentrations of 2,00 (Mn) and 1,00 (Sr) supplemented to the diet of M
domestica were sufficient for the adult insect labeled, however, not affecting its life

espectancy.
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Pupae originated from the larvae of M. domestica treated with dose of 2,00 (Mn)
and 1,00 (Sr and Cu) mg supplemented to the diet, and used as hosts of the parasitoid

M. uniraptor, affected the viability of the immature phase and did not label the adults.




1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

A modificagio de um ambiente natural em uma drea urbana ou rural promove
alteragdes radicais na flora e na fauna até entdo existentes. De um lado pelo
desaparecimento da maioria das espécies nativas, de outro pela adaptacdo de algumas as
novas condigdes, que se aproveitam do material orgénico acumulado. Certas espécies de
dipteros apresentam alta capacidade de adaptagfio as condigdes ecolbgicas criadas pelo
homem nos processos de urbanizagio, sendo denominada esta capacidade, de
sinantropia.

Segundo COSTA (1989), em granjas avicolas a mosca doméstica, Musca
domestica L., 1758, a mosca do estdbulo Stomoxys calcitrans (L., 1759) e a falsa mosca
do estabulo Muscina stabulans (Fallén, 1816) estfio entre os principais muscideos
sinantrépicos desse meio. Outro muscideo de grande importincia para bovinos € a
mosca do chifre, Haematobia irritans (L., 1758) (ANONIMO, 1984). Além dos
muscideos, outras moscas de grande importincia s3o os califorideos (FERREIRA, 1980
e GUIMARAES, 1984) e os estratiomideos (AXTELL, 1986).

As moscas sio de grande importancia médico-veterinaria, pois sdio transmissoras
de varios agentes patogénicos (virus, rickettsias, bactérias e protozoarios), e atuam na
disseminagfio de ovos de helmintos (ANONIMO, 1984 ¢ 1986).

De acordo com COSTA, 1989; MILLER & PICKENS (1989) ¢ RUGGERI et al.
(1994), para obter um controle satisfatorio desses insetos, um programa de manejo deve

integrar métodos culturais, quimicos e biologicos (MIP: Manejo Integrado de Pragas).

CORSSAD RACIONAL BE ERERGIA RUCLEAR/SP-IPEN




Dentre os agentes do controle biologico destaca-se o parasitéide pupal
Muscidifurax uniraptor Kogan & Legner, 1970. A utilizacio de parasitéides em
programas de controle biolégico de moscas sinantropicas necessita da criagio massal e
sua liberagdo em areas problematicas.

O sucesso da utilizag@io de um parasitdide depende de uma série de fatores. Entre
estes fatores; a forma como ocorre a dispersio dos parasitéides é de grande importéncia,
pois define como deve ser realizada uma liberagfio massal.

O objetivo desse trabalho foi de desenvolver a metodologia, de marcagio da
mosca e seu parasitéide, utilizando os elementos Mn, Sr e Cu adicionado na dieta das
larvas do hospedeiro (M. domestica). O método inédito utilizado para diferenciar os
insetos marcados dos do ambiente natural foi a fluorescéncia de raios X por dispersio de

energia (EDXREF, energy dispersive X-ray fluorescence).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Uso de Parasitéides no Controle Biolégico da Mosca Doméstica

Devido a algumas espécies de dipteros desenvolverem resisténcia aos inseticidas,
alguns pesquisadores voltaram sua ateng@o para novas técnicas de controle na esperanga
de se obter sucesso no controle de insetos pragas, sendo que MORGAN et al., (1978)
testou € manteve liberagtes de Spalangia endius junto a populagdo de mosca doméstica.
Através dessas liberagdes no campo conseguiu um bom controle em estabelecimentos
agricolas, como granjas e currais.

Sdo freqiientes os trabalhos com a utilizagdio dos parasitéides no controle de
moscas (MORGAN & PATTERSON (1977); MORGAN, (1981); MORGAN et al.,
(1975, 1981,1986, 1989, 1991); ANDRESS & CAMPBELL (1994); e PATTERSON et
al., 1981), que apenas diferem quanto a espécie de pteromalideo descrita e o local onde
ocorreu a liberagdo do parasitdide. Esses estudos foram usados para desenvolver um
modelo computacional para simular o controle de M. domestica por S. endius
(WEIDHASS et al., 1977). A Figura 1 mostra as relagOes entre o hospedeiro € o

parasitoide.
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Figura 1 — Diagrama do modelo da interagdo entre M. domestica e S. endius (extraido de

WEIDHASS et al., 1977).

No esterco acumulado de granjas na regifo de Bastos, Estado de S. Paulo, Brasil,
foram coletados inimigos naturais de M. domestica. Dentre os predadores: Acritus
analis, Aleochara puberula, Carcinops troglodytes, Euspilotus arrogans, Hister sp e
Philonthus sardidus (Coleoptera); os competidores Alphitobius diaperinus (Coleoptera)
¢ Hermetia illucens (Diptera) e os parasitbides Muscidifurax uniraptor,
Pachycrepoideus vindemiae, Spalangia cameroni, Spalangia endius, e Spalangia

gemina (Hymenoptera) (BERTI FILHO et al. 1989).



2.2. Aspectos da Biologia de M. uniraptor

A familia Pteromalidae € uma das maiores dentre a pertencentes a superfamilia
Chalcidoidea. A maioria dos pteromaideos é ectoparasitdide idiobionte (a fémea
paralisa o desenvolvimento do hospedeiro apés o parasitismo) de larvas ou pupas de
insetos holometabolos, especialmente Coledptera e Diptera (HANSON, 1995).

O género Muscidifurax se estabeleceu no Novo Mundo, ao mesmo tempo em que
os dipteros muscéideos, sendo que sua origem pode ser da regido etidpica. Todas as
cinco espécies ocorrem na regido Neartica e Neotropical, isoladas geograficamente,
exceto duas espécies que sfio simpdtricas € que ocorrem no oeste da regido Nedrtica
(LEGNER, 1983).

As espécies de Muscidifurax atuam mais na superficie dos excrementos
acumulados, enquanto as espécies de outros pteromalideos como as Spalangia, penetram
em profundidades maiores & procura de pupas hospedeiras (LEGNER,1977). As
espécies do género Muscidifurax sio mais competitivas e methores adaptadas a periodos
mais frios do que outras. Essas diferengas nas caracteristicas comportamentais reduzem
a competigdo pelo mesmo hospedeiro (ABLES & SHEPARD, 1976; LEGNER, 1977).

A espécie M. uniraptor foi descrita por Kogan & Legner (1970), através de
exemplares coletados em Porto Rico em 1969. Posteriormente BERTI FILHO et al.,
(1989) encontrou esse parasitéide no Estado de Sdo Paulo, Brasil. Importada pelos EUA,
essa espécic foi experimentalmente estabelecida nos campos da California e

ultimamente tornou-se distribuida comercialmente para controle biolégico de moscas.
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2.3. Marcagiao

A marcagdo de insetos é uma técnica muito comum em entomologia aplicada. O
grande nimero de trabalhos publicados mostra uma grande variedade de espécies de
insetos marcados, elementos usados, métodos de administragdo e propdsitos do uso da
marcagdo. Contudo, s3o inexistentes os que tratam da marcag@io com is6topos estéveis e
o uso da fluorescéncia de raios X.

Utilizando o elemento Mn, WALDER & WIENDL (1974) marcaram, através da
dieta alimentar de larvas, os adultos de M. domestica. Verificaram que a dosagem de
15,2 mg de MnCl, por grama de dieta ndo afetou a longevidade dos insetos. Ja
TORNISIELO (1990) alimentando larvas de Ceratitis capitata com dieta com MnCl,
verificou que concentrag¢Ses de 0,0005 e 0,001 gramas de MnCl, por grama de dieta ndo
afetou o desenvolvimento das larvas. COSTA & BYRNE (1988), alimentando Bemisia
tabaci com plantas de algodfio que foram pulverizadas com cloreto de disprosio (2500 e

5000 ppm),conseguiram distingui-las do controle apés a ativagdo neutronica.

2.4 Fundamentos da fluorescéncia de raios X

Nos laboratérios do CENA esta sendo implementada esta técnica, e os resultados
foram apresentados em varias reunides cientificas (SIMABUCO et al. (1995 e 1996);
NASCIMENTO FILHO et al. (1996, 1997a, 1997b, 1997¢c € 1998)

A andlise por fluorescéncia de raios X ¢ um método quali-quantitativo baseado

na medida das intensidades (nimero de raios X detectados por unidade de tempo) dos



raios X caracteristicos emitidos pelos elementos que constituem a amostra (BOUMANS
& KLOCKENKAMPER,1989). Os raios X emitidos por tubos de raios X, ou raios X ou
gama por uma fonte radioativa, excitam os elementos que constituem que, por sua vez,
emitem linhas espectrais com energias caracteristicas do elemento e cujas intensidades
estdo relacionadas com a concentra¢io do elemento na amostra.

Quando um elemento de uma amostra é excitado, este tende a ejetar os elétrons
do interior dos niveis dos 4tomos, e como conseqiiéncia disto, elétrons dos niveis mais
afastados realizam um salto quintico para preencher a vacéncia. Cada transicéo
eletrénica constitui uma perda de energia para o elétron, e esta energia é emitida na
forma de um féton de raios X, de energia caracteristica e bem definida para cada
elemento. Assim, de modo resumido, a anélise por fluorescéncia de raios X consiste de
trés fases: excitagdo dos elementos que constituem a amostra, dispersdo dos raios X

caracteristicos emitidos pela amostra e detecgfo desses raios X.



3. MATERIAIS E METODOS

Este experimento foi realizado no Laboratério de Controle Biolégico da Mosca
Dorﬁéstica "Eduardo Hiroshi Mizumoto", do Departamento de Entomologia,
Fitopatologia e Zoologia da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
(ESALQ/USP) e no Laboratério de Instrumentagio Nuclear, da Divisdo de
Desenvolvimento de Métodos e Técnicas Analiticas e Nucleares, do CENA/USP em
Piracicaba, S3o Paulo, no periodo de 02/2001 & 10/2003.

As espécies utilizadas: M uniraptor e M. domestica foram obtidas do Laboratério
de Controle Bioldgico. A col6nia do parasitoide € origindria de coleta realizada na
granja Mizumoto, na regido de Sorocaba. O método de coleta baseou-se no uso de pupas
sentinelas (RUTZ & AXTELL, 1981), que consiste na exposicdo de pupas de mosca
doméstica produzidas em laboratério. A colonia de moscas € originaria de coletas de

adultos no Departamento de Zootecnia da ESALQ/USP.
3.1. Criacio de M. domestica

Adultos da mosca foram mantidos em moscarios cibicos de madeira e tela fina,
com arestas de 55cm. S#o alimentadas com uma mistura de partes iguais, em volume,
de leite em po integral e de agicar refinado, colocado em placas de Petri. A fonte de

agua ¢ dada por um bebedouro. Este bebedouro é constituido por um recipiente de vidro



com a boca tampada com um pedago de “voiale”, preso com eldsticos, colocado com a
boca para baixo, em orificio circular da parte superior do moscério. A coleta dos ovos €
feita diariamente com um pedago de pano preto (20 x 10cm) embebido em uma solugdo
que contém: 100g de agua, 5g de leite em p6 integral e 0,1g de bicarbonato de amonio
(atrativo). Este pano, depois de umedeéido por essa solugdo é colocado em 1 copo
plastico com capacidade de 100ml, de modo a formar reentrincias para que as fémeas
facam postura. Apés 4 horas de exposigdo a postura € retirada do pano através de
lavagem e peneiragem.

Foram tomados 1,34g de ovos, em torno de 22.000 ovos, os quais foram
colocados em pequenas bandejas com farelo de trigo umedecida (cerca de 100 gramas) e
mantidas em sala climatizada (25 £ 5°C e 70+ 10 % de U.R.) por 24 horas, para a
eclosdo das larvas.

Apés a eclos@io das larvas cada grupo é colocado numa bandeja plastica que
contém: 800g de farelo de trigo, 730g de ragdo para coelho (Cargill) e 3 litros de agua.

Ap6s 5 dias as larvas empuparam, Colocando-se a dieta com as pupas na dgua
pode-se separd-las por flotagdo. Pupas com mais de cinco horas de idade flutuam
(ALEIXO et al., 1984). De acordo com BASDEN (1947), as pupas podem ser deixadas
em agua por 2,5 horas sem que haja qualquer dano ou interferéncia na emergéncia das
moscas. Através da metodologia descrita conseguem-se pupas com pesos que variam
entre 15 a 16mg.

As pupas obtidas foram utilizadas para a manutengio da coldonia de mosca

doméstica e a criagfo dos parasitéides.
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3.2. Criacéo do parasitéide M. uniraptor

Os adultos do parasitdide M. uniraptor foram mantidos em vespérios cubicos de
madeira, tela e vidro de arestas de 60cm. S3o alimentados por um chumago de algodio
umedecido em soluggo, com partes iguais de dgua e mel.

Diariamente foram colocado um lote de pupas de M. domestica para oviposigio e
alimentag@o do parasitéide. Apds 24 horas dessa exposi¢io, as pupas s@o retiradas e
colocadas em recipientes plasticos de 18 cm de didmetro e 12cm de altura, tampados
com tampa telada. Tanto os adultos como as pupas foram mantidas em sala climatizada
com 25 £5°C e 70 10 % de U.R. Ap6s 10 dias foi realizada uma inspe¢do no
recipiente, para retirada das moscas emergidas, devido nfo terem sido parasitadas.

A fase imatura do parasitdide M. uniraptor nessas condigdes dura cerca de 18

dias.

3.3. Fluorescéncia de raios X

Segundo NASCIMENTO FILHO (1999) a técnica analitica nuclear de
fluorescéncia de raios X ¢ utilizada para a avaliagdo quali-quantitativa da composigiio
quimica. Esta técnica foi utilizada por ser nio destrutiva e instrumental, e por permitir a
analise de vérios elementos simultaneamente, de modo rdpido e a baixo custo.

As amostras foram colocadas em recipiente apropriado para analise por
fluorescéncia de raios X (cubeta de plastico com fundo de Mylar de 6,3 micrometros de

espessura), prensada a 2 ton/cm’ ¢ levada diretamente para analise.

COMISSAD NACIORAL BE ENERGIA NUCLERR/SP-IPEN
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A quantificagfo da concentragdo dos elementos quimicos foi realizada por meio
da técnica analitica denominada fluorescéncia de raios X por dispersio de energia
(EDXRF, energy dispersive X-ray fluorescence), em equipamento disponivel no
Laboratério de Instrumentagdo Nuclear, da Divisdo de Desenvolvimento de Métodos e
Técnicas Analiticas e Nucleares, do CENA/USP.

A excitagio foi feita com raios X Mo-Ka de 17,44 keV, provenientes de um tubo
de raios X com alvo de Mo e filtro de Zr, operado a 25 kV e 10 mA, possibilitando a
detecgdo simultdnea dos elementos quimicos Cu®, Mn®¥ ¢ Sr*® pelos seus raios X
caracteristicos Ka.. Amostras foram excitadas por 200 segundos, sendo os raios X
detectados por um espectrdmetro multicanal, baseado em detector semicondutor de
Si(Li) e eletrénica nuclear convencional.

A concentracdo de cada um dos elementos foi estimada pelas intensidades dos
raios X caracteristicos, levando-se em conta o efeito matriz. A validagio da metodologia
foi realizada analisando-se uma amostra de referéncia certificada (hay powder, V-10)

produzida pela Agéncia Internacional de Energia Atomica, Viena.

3.4. Anslise de Mn®, Cu® e Sr*® na dieta de M. domestica

Os constituintes sélidos da dieta (farelo de trigo e ra¢do para coelho) foram

misturados e triturados em moinho, e em seguida 1 grama de cada amostra foi colocada

em recipiente apropriado para anélise por fluorescéncia de raios X e levadas diretamente
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para analise, sem passar por nenhum tipo de pré-tratamento quimico. Foram realizadas
trés repeticdes.
A concentragio de cada um dos elementos foi estimada pelas das intensidades

dos raios X caracteristicos.

3.5. Toxicidade dos elementos Mn, Cu e Sr para larvas de M. domestica

Conjunto de ovos de M. domestica, com massa de 0,03 g, foram individualizados
em recipientes de poliestireno com capacidade de 200ml contendo 15 g de farelo de
trigo umedecido. Os ovos foram mantidos em sala climatizada (25°+2°C ¢ 70 + 5%
UR) até a eclosfo das larvas de 1° instar, As larvas foram transferidas para a dieta (36,4
g de farelo de trigo, 33,2 g de ragdo para coelho e 136,4 g de 4gua) marcada com niveis
crescentes, onde os elementos foram dissolvidos na 4dgua necesséria a elaboragdo da
dieta. Os niveis testados para todos os elementos foram: 0 (testemunha), 0,25; 0,50; 1,0;
2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 ¢ 64,0 mg por grama de dieta. Cada nivel testado teve cinco
repetigoes.

Ap6s a transformagfo das larvas em pupas estas foram separadas pelo método da
flotagdo, medindo-se a massa total em cada repeti¢do. Os individuos presentes em cada
repeticdo foram colocados em recipiente de poliestireno com capacidade de 500ml, com
a tampa perfurada para permitir trocas gasosas, onde as pupas permaneceram até a
emergéncia dos adultos que foram mortos por congelamento, contando-se o nimero de

adultos e de pupas inviaveis.
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3.6. Marcacio do adulto de Musca domestica

As moscas oriundas do experimento anterior foram secas em estufa. Foram
sexados (machos holopticos, fémeas dicépticas), retirando de cada repeti¢iio uma f€mea
e um macho; totalizando 10 individuos por tratamento. Cada mosca foi colocada em
recipiente apropriado para andlise, sem passar por nenhum tipo de pré-tratamento
quimico. Para permitir que os individuos analisados permanecessem no centro da cubeta
de anilise foi utilizado um chumago de algodao hidrofugo.

A identificag@io qualitativa dos elementos quimicos utilizados foi realizada por
meio da técnica analitica denominada fluorescéncia de raios X, por um periodo de 200 s.

As contagens de cada um dos elementos foi estimada pelas intensidades dos raios
X caracteristicos. Apds a avaliagio os dados foram tabelados e analisados pelo teste
Qui-quadrado utilizando o software SENP (Sistema Estatistico Ndo Paramétrico), a um

nivel de significincia de 1% de probabilidade, descrito por NEGRILLO (1992).

3.7. Tabelas de vida para o adulto de M. domestica

Conjuntos de ovos de M. domestica, com massa de 0,33 g, foram
individualizados em recipientes de poliestireno com capacidade de 200ml contendo 30 g
de farelo de trigo umedecido. Os ovos foram mantidos em sala climatizada (25°+5°C e
70 + 10% UR e fotofase de 12 horas) até a eclosdo das larvas de 1° instar. As larvas
foram transferidas para a dietas (200 g de farelo de trigo, 182,5 g de ragfio de coelho ¢

750 g de 4gua), acondicionadas em bandejas plasticas de 20x30x7, marcadas com 1,2 e
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4 mg/g de Mn, 1 mg/g de Sr ¢ Cu, onde os elementos foram dissolvidos na dgua
necessaria a elaboragio da dieta. Ap6s a transformagdo das larvas em pupas estas foram
separadas pelo método da flotaglo. As pupas obtidas foram utilizadas para a
determinacéo da esperanga de vida dos adultos da mosca doméstica e a aceitabilidade
dessas pupas para o parasitoide M. uniraptor. Para a avaliagio da esperan¢a de vida,
foram colocadas 500 pupas em moscarios clibicos de madeira e tela fina, com arestas de
55cm, onde ocorreu a emergéncia. Diariamente foi avaliada a emergéncia dos adultos, ¢
posteriormente o numero de individuos mortos.

Para a determinago da esperanga de vida do adulto de M. domestica, adotou-se a
tabela de esperanca de vida descrita por SILVEIRA NETO et al. (1976) e
SOUTHWOOD (1978) , sendo :

x = intervalo de idade (dias), no caso desse experimento foi de 5 dias;

Ly = niimero de sobreviventes no comego da idade x;

dx = nimero de individuos mortos durante o dia;

Ex = estrutura etéria (nimero de insetos vivos entre um dia e outro), dado por:

— Lx + Lx+l .
’

E,
2

Tx = € a somatoria de E, até o ultimo valor de x, calculado por:

T.,=E,+E ,+E_,+E, , ondené o Gltimo estagio;

x+1 x+2

ex = esperang¢a de vida para os individuos da idade x, calculada por:

T

X

e =—*%-
X s
LX
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100gx = razdio de mortalidade por intervalo de idade (probabilidade de ocorrer a
morte dos individuos antes do prazo estabelecido por ey), obtido pela formula:

d
100g. = —=.
q. L

X

A partir dos dados obtidos pela tabela de esperanca de vida pode-se construir os

graficos de sobrevivéncia (Ly).

3.8. Aceitabilidade das pupas de M. domestica marcadas com Mn, Cu e Sr

pelo parasitéide M. uniraptor

O experimento de aceitabilidade das pupas de Musca domestica foi dividido em
dois blocos:

- Pupas oriundas de larvas criadas com 1, 2 ¢ 4 mg de Mn/g de dieta foram
testadas a sua aceitabilidade pelo parasitéide M. uniraptor em relagdo as pupas nio
tratadas (testemunha).

- Pupas oriundas de larvas criadas com 1 mg de Cw/g de dieta e 1 mg de Sr/g de
dieta foram testadas a sua aceitabilidade pelo parasitdide M. uniraptor em relagéio as
pupas ndo tratadas (testemunha).

Cada tratamento teve S repeticdes com 60 pupas. Cada repetigio foi
acondicionada em placa de Petri com um didmetro de 7 cm e foi colocado no vespério
por um periodo de 24 horas. Apds a exposi¢do aos parasitoides, cada repetigio foi
individualizada em tubo de vidro de 2,3 cm de didmetro por 9 cm de altura, tampado

com um chumago de algoddo hidrofugo, onde se deu a emergéncia dos parasitéides e

COMISSAO NACIORAL DE ENERGIA KUCLERR/SP-IPEN
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moscas. Foi realizada a contagem das moscas, dos parasitoides ¢ das pupas integras de
cada repetigdo. Os resultados foram analisados pelo teste Qui-quadrado utilizando o
software SENP (Sistema Estatistico Ndo Paramétrico), a um nivel de significincia de

5% de probalidade, descrito por NEGRILLO (1992).

3.9. Marcaciio do parasitéide M. uniraptor

Parasit6ides oriundos do experimento anterior foram secos em estufa. Foram
retiradas 5 fémea por tratamento. Cada parasitéide foi colocado em recipiente
apropriado para andlise por fluorescéncia de raios X, sem passar por nenhum tipo de pré-
tratamento quimico. Cada mosca foi colocada em recipiente apropriado para anélise,
sem passar por nenhum tipo de pré-tratamento quimico. Para permitir que os individuos
analisados permanecessem no centro da cubeta de andlise foi utilizado um chumago de
algoddo hidréfugo. A identificagdo qualitativa dos elementos quimicos utilizados foi
realizada por meio da técnica analitica denominada fluorescéncia de raios X, por um
periodo de 200 s.

A identificag@io qualitativa de cada um dos elementos foi estimada através das
intensidades dos raios X caracteristicos. Apds a avaliagfio os dados foram tabelados e
analisados pelo teste Qui-quadrado utilizando o software SENP (Sistema Estatistico N3o
Paramétrico), a um nivel de significincia de 1% de probabilidade, descrito por

NEGRILLO (1992).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1. Concentragio de Mn®>, Cu® e Sr*® na dicta de M. domestica

A Tabela 1 apresenta a concentragdo dos elementos denotando que naturalmente

a dieta é mais rica no elemento Mn> e apresenta concentragdes mais baixas dos

elementos Cu®® e Sr'8,

Quanto menor a concentragio do elemento na dieta das moscas menor deve ser
a quantidade presente no animal que se alimentou dela. Assim, qualquer acumulo deste
elemento pode ser mais facilmente detectado e com isso tornando-se um elemento atil na
marcagdo de insetos, como foi realizado por COSTA & BYRNE (1988), que
alimentaram B. tabaci com plantas de algoddo que foram pulverizadas com um elemento

encontrado em baixas concentragdes na natureza, o disprdsio.

Tabela 1 — Concentragiio em ppm dos elementos Mn®’, Cu® e Sr’® presente na dieta

utilizada na criagdo de Musca domestica, analisados quantitativamente por

meio da técnica da fluorescéncia de raios X.

Elemento Amostra { Amostra 11 Amostra [1 Média
Mn* 92,91 111,88 98,96 101,25
Cu?”’ 9,91 12,54 10,07 10,84

Sr? ' 13,55 16,45 1460 14,86
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4.2. Toxicidade dos elementos Mn, Cu e Sr para larvas de M. domestica

A toxicidade dos elementos foi avaliada por uma série de pardmetros. As Tabelas
de 2 a 4 apresentam o niimero médio de pupas e moscas produzidas no experimento,

bem como a porcentagem de mortalidade pupal para os elementos analisados.

Tabela 2 — Média do nimero de pupas, adultos emergidos, pupas invidveis e a
porcentagem de mortalidade pupal obtidas de larvas de M. domestica criadas

com niveis crescentes do elemento Mn por grama de dieta.

Tratamentos Niamero Namero de Nimero de % de Mortalidade
(mg/g de dieta)

de pupas adultos pupas invidveis pupal

Testemunha 220,8 196,6 24,2 10,96
0,25 218,8 198,38 20,0 9,14
0,50 2532 253.2 22,6 8,19
1,00 220,2 1960 242 10,99
2,00 259,8 759,8 11,6 427
4,00 237,6 1936 39,0 16,41
8,00 1060 774 28,6 26,98

16,00 69,6 8,2 18,8 69,23
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Tabela 3 — Média do nimero de pupas, adultos emergidos, pupas invidveis e a
porcentagem de mortalidade pupal obtidas de larvas de M. domestica criadas

com niveis crescentes do elemento Sr por grama de dieta.

Tratamentos Nimero Numero de Nuimero de % de Mortalidade

(mg/g de dieta) de pupas adultos pupas invidveis pupal
Testemunha 256,8 236,6 20,2 7,87
0,25 2498 228,6 21,2 8,48
0,50 250,8 2354 154 6,14

1,00 2492 204,0 452 18,14

2,00 1882 140,0 482 25,61

4,00 892 14,4 T 74.8 83,57

Tabela 4 — Média do mimero de pupas, adultos emergidos, pupas invidveis ¢ a
porcentagem de mortalidade pupal obtidas de larvas de M. domestica criadas

com niveis crescentes do elemento Cu por grama de dieta.

Tratamentos Nimero Numero de Namero de % de Mortalidade

(mg/g de dieta) de pupas adultos pupas invidveis pupal
Testemunha 288,6 263,4 25,2 8,73

0,25 292,8 245,6 47,2 16,12

0,50 214,6 172,6 45,0 20,97

1,00 173,6 32,2 141,4 81,45

2,00 187,4 33,2 154,2 82,28

4,00 4,8 0,0 4,8 100,00
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As médias dos resultados das analises qualitativa dos elementos Mn?’,
Cu® e Sr*®, obtidos para machos, fémeas e ambos os sexos s#o apresentados nas Tabelas
de5a7.
Os resultados mostram que os trés elementos podem ser utilizados para realizar
a marcagio dos adultos de M. domestica. As dosagens a partir de 2 mg /g para o
elemento Mn, 1 mg / g para o elemento Sr e 0,5 mg /g para o elemento Cu, apresentam

diferenca significativa ao nivel de 1% de significncia dos demais tratamentos.

Tabela 5 — Média das contagens por segundo de adultos M. domestica, criadas na fase
larval com niveis crescentes de Mn®, analisados qualitativamente por meio

da técnica de fluorescéncia de raios X.

Tratamentos Fémeas Machos Total
(mg/g de dieta)

Testemunha 0,778 0,872 0,825 A
0,25 1,171 1,206 1,1885 AB
0,50 1,192 1,212 1,202 AB
1,00 1,425 1,36 1,3925 AB
2,00 2,278 2,499 2,3885 BC
4,00 2,404 3,155 2,7795 BC
8,00 4,638 3,296 3,967 BC
16,00 5,607 7,232 6,4195C

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de 1 % de significincia.
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Tabela 6 — Média das contagens por segundo de adultos M. domestica, criadas na fase
larval com niveis crescentes de Sr*°, analisados qualitativamente por meio da

técnica da fluorescéncia de raios X.

Tratamentos Fémeas Machos Total
(mg/g de dieta)

Testemunha 19,850 16,139 17,9945 A
0,25 26,305 35,499 30,9020 AB
0,50 31,499 43,889 37,6940 AB
1,00 38,873 59,638 49,2555 BC
2,00 52,125 76,558 64,3415 BC
4,00 85,861 100,177 93,0190 C

Médias seguidas por letras iguais nio diferem entre si ao nivel de 1 % de significancia.

Tabela 7 — Média das contagens por segundo de adultos M. domestica, criadas na fase
larval com niveis crescentes de Cu®®, analisados qualitativamente através da

técnica da fluorescéncia de raios X.

Tratamentos Fémeas  Machos " Total
(mg/g de dieta)
Testemunha 1,484 1,604 1,5440 A
0,25 1,962 1,722 1,8420 AB
0,50 2,757 2,498 2,6275 BC
1,00 5,240 3,010 4,1250 C
2,00 T 2,524 5,209 3,8665 BC
4,00 4,621 4,116 43685 C

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si ao nivel de 1 % de significincia.

COMISSAD NACIORAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP-IPEN
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4.4, Longevidade dos adultes de M. domestica marcadas com Mn, Cu e Sr.

Os resultados apresentados nas Tabelas de 8 a 15 mostram a esperanga de vida
de fémeas e machos cujas larvas foram criadas com dieta nas concentragdes de 2 mg de
Mn, 1 mg de Sr, 1 mg de Cu por grama de dieta; bem como a da testemunha, para a
devida comparaggo.

Os valores obtidos da esperanga de vida (ex) dos adultos da mosca doméstica
criada na dieta padrio utilizada no laboratério (testemunha) foi de 4,36 para machos

(21,8 dias) e 8,08 para as fémeas (40,4 dias).

Tabela 8 - Tabela de esperanca de vida de machos de M. domestica criadas na fase larval

com dieta normal.

Periodo Ly & | E T, | & 100q,
(5 dias)
1 212 1 211,5 925,0 436 | 047
2 211 4 209.0 713,5 338 | 1,87
3 207 46 184,0 504,5 244 | 22,22
4 161 61 130,5 320,5 1,99 | 37,89
5 100 15 92,5 190,0 1,90 | 15,00
6 85 36 67,0 97,5 1,15 | 42,36
7 49 46 26,0 30,5 0,62 | 93,88
8 3 1 2,5 4,5 1,50 | 33,33
9 2 1 1,5 2,0 1,00 | 50,00
10 1 1 0,5 0,5 0,50 | 100,00
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Tabela 9 - Tabela de esperanga de vida de fémeas de M. domestica criadas na fase larval

com dieta normal.

Periodo Ly dy E, Ty ex 100,

(5 dias)
1 234 1 233,5 1891,0 8,08 0,43
2 233 7 229,5 1675,5 7,11 3,00
3 226 6 223,0 1428,0 6,32 2,65
4 220 11 214.5 1205,0 5,48 5,00
5 209 1 208,5 990,5 4,74 0,48
6 208 11 202,5 782,0 3,76 5,29
7 197 28 183,0 579,5 2,94 14,21
8 169 35 151,5 396,5 2,35 20,71
9 134 41 113,5 245,0 1,83 30,60
10 93 43 71,5 131,5 1,41 46,24
11 50 26 37,0 60,0 1,20 52,00
12 24 14 17,0 23,0 0,96 58,33
13 10 9 5,5 6,0 0,60 90,00
14 1 1 0,5 0,5 0,50 100,00

Tabela 10 - Tabela de esperanga de vida de machos de M. domestica criadas na fase

larval com dieta com 1 mg de Sr/ g de dieta.

Periodo Ly dy E, Ty ey 1004,
(5 dias)
1 220 1 219,5 1091 4,96 0,45
2 219 18 210,0 871,5 3,98 8,22
3 201 20 191,0 661,5 3,29 9,95
4 181 26 168,0 470,5 2,60 14,36
5 155 20 145,0 302,5 1,95 12,90
6 135 70 100,0 157,5 1,17 51,85
7 65 48 41,0 57,5 0,88 73,85
8 17 11 11,5 16,5 0,97 64,70
9 6 4 4,0 5,0 0,83 66,67
10 2 2 1,0 1,0 0,50 100,00
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Tabela 11 - Tabela de esperanca de vida de fémeas de M. domestica criadas na fase

larval com dieta com 1 mg de Sr/ g de dieta.

Periodo Ly dy E; Ty ey 100q,
(S dias)
1 238 0 238.0 2141,0 9,00 0,00
2 238 5 235,5 1903,0 8,00 2,10
3 233 3 231,5 1667,5 7,16 1,29
4 230 2 229,0 1436,0 6,24 0,87
5 228 2 227,0 1207,0 5,29 0,88
6 226 7 222.5 980,0 434 3,10
7 219 25 206,5 757,5 3,46 11,42
8 194 34 177,0 551,0 2,84 17,53
9 160 31 144.5 3740 2,34 19,37
10 129 34 112,0 229.5 1,78 26,36
11 95 51 69,5 117,5 1,24 53,68
12 44 28 30,0 48,0 1,09 63,64
13 16 8 12,0 18,0 1,12 50,00
14 89 6 5,0 6,0 0,75 75,00
15 2 2 1,0 1,0 0,50 100,00

Tabela 12 - Tabela de esperanca de vida de machos de M. domestica criadas na fase

larval com dieta com 1 mg de Cw/ g de dieta.

Periodo Ly dy Ex Ty €y 100qg,

(5 dias)
1 184 2 183,0 1002,5 5,45 1,09
2 182 20 172,0 819,0 4,50 10,99
3 162 6 159,0 647,0 4,00 3,70
4 156 25 143,5 488.0 3,13 16,02
5 131 8 127,0 344.5 2,63 6,11
6 123 40 103,0 217.5 1,77 32,52
7 83 40 63,0 114,5 1,38 48,19
8 43 20 33,0 51,5 1,20 46,51
9 23 17 14,5 18,5 0,80 73,91
10 6 5 3,5 4,0 0,66 83,33
11 1 1 0,5 0,5 0,50 100,00
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Tabela 13 - Tabela de esperanga de vida de fémeas de M. domestica criadas na fase

larval com dieta com 1 mg de Cu/ g de dieta.

Periodo L, d, E, Ty ex 100q;

(5 dias)
1 166 6 1630 14520 | 8,74 | 3,61
2 160 4 158,0 12800 | 8,06 | 250
3 156 2 155,0 1131,0 | 725 | 1,28
4 154 4 152,0 976,0 634 | 2,60
5 150 1 149,5 824,0 549 | 0,67
6 149 5 146,5 674,5 453 | 3,36
7 144 6 141,0 528,0 3,67 | 417
8 138 12 132,0 387,0 2,80 | 8,70
9 126 29 111,5 255,0 2,02 | 23,02
10 97 44 75,0 143,5 148 | 4536
11 53 23 41,5 68,5 129 | 43,40
12 30 23 18,5 27,0 0,90 | 76,67
13 7 2 6,0 8,5 121 | 28,60
14 5 5 2,5 2.5 0,50 | 100,00

Tabela 14 - Tabela de esperanga de vida de machos de M. domestica criadas na fase

larval com dieta com 1 mg de Mn/ g de dieta.

Periodo Ly dy E, Ty €y 100q,
(5 dias)
1 202 2 201,0 900,0 4.45 0,10
2 200 2 199,0 699,0 3,50 0,10
3 198 45 175,5 500,0 2,52 22,73
4 153 51 127,5 324,5 2,12 33,33
5 102 22 91,0 197.,0 1,93 21,57
6 80 26 67,0 106,0 1,32 32,50
7 54 48 30,0 39,0 0,72 88,89
8 6 3 4,5 9,0 0,50 50,00
9 3 0 3,0 4,5 1,50 0,00
10 3 3 1,5 1,5 2,00 100,00
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Tabela 15 - Tabela de esperanga de vida de f8meas de M. domestica criados na fase

larval com dieta com 1 mg de Mn/ g de dieta.

Periodo Ly dy E, Ty €x 100q,

(5 dias)
1 213 3 211,5 1713,5 8,04 1,41
2 210 1 209,5 1502,0 7,15 0,48
3 209 7 205,5 1292,5 6,18 3,35
4 202 3 200,5 1087,0 5,38 1,49
5 199 8 195.0 886,5 4,45 4,02
6 191 14 188.,0 691,5 3,62 7,33
7 177 28 163,0 503,5 2,84 15,82
8 149 33 132,5 340,5 2,28 22,15
9 116 42 95,0 208,0 1,79 36,21
10 74 29 59,5 113,0 1,53 39,19
11 45 21 34,5 53,5 1,19 46,67
12 24 18 15,0 19,0 0,79 75,00
13 6 5 3,5 4,0 0,67 83,33
14 1 1 0,5 0,5 0,50 100,00

Machos de M. domestica, provenientes de larvas criadas com o acréscimo de 1

mg/g de dieta do elemento estroncio, apresentaram uma esperanga de vida de 24,8 dias

para e as fémeas de 45,0 dias. Para o elemento Cu na concentragdo de 1 mg/g, a

esperanca de vida foi de 27,25 dias para os machos e 43,7 dias para as fémeas. J4 para o

elemento Mn, na concentracdio de 1 mg/g de dieta, apresentou a esperanga de vida de

22,5 dias para os machos e de 40,2 dias para as fémeas. Esses valores sdo superiores ou

muito proximo aos obtidos para aqueles obtidos com os obtidos com a testemunha

quando comparados com os tratamentos utilizados.Os resultados obtidos com a analise

da esperanga de vida dos adultos da mosca doméstica denotam que a marcagio ndo afeta

a longevidade desses individuos.
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conhecido que com quantidades pequenas de dieta, ocorre uma maior perda de agua,
com isso a dieta disponivel para as larvas fica mais concentrada do elemento marcador.
Com uma quantidade maior de dieta, a velocidade da perda de 4gua € menor; com isso
as larvas das moscas ingeriram quantidade menor do marcador.

O mesmo ocorreu com o elemento manganés, 0 que impossibilita, o uso deste
elemento para as dosagens e nas condi¢des em que o experimento foi estabelecido, na
marcagdo dos adultos da mosca doméstica. Contudo, o Mn e o Cu sdo elementos com

possibilidade do uso na marcagiio da mosca domestica

4.6. Aceitabilidade das pupas de M. domestica marcadas com Mn, Cu e Sr

pelo parasitéide M. uniraptor

A partir do nimero de parasitéides emergidos em cada repeticio dos
tratamentos foi calculada a média e construiu-se as Figuras 10 e 11.

Nota-se pela Figura 9 que o uso do elemento Mn na dosagem de 1 mg,
promoveu pequeno aumento na progénie de M. uniraptor . Nas demais concentragdes
ocorreu um pequeno decréscimo, denotando que essas concentragdes se mostraram mais
toxicas para as formas imaturas do parasitdide, e que é realmente confirmado a partir do
grafico da Figura 12 e Figura 13, que mostram a porcentagem de mortalidade das formas

imaturas de M. uniraptor.
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A porcentagem de parasitismo foi maior nas pupas que sofreram o tratamento do
que nas pupas ndo tratadas. Esses resultados estdo de acordo com WEIDHASS et al.
(1977) e MORGAN, et al. (1979), que denotam que a eficiéncia do parasitismo €
inversamente proporcional a idade do hospedeiro. As larvas que sofreram os
tratamentos, devido a toxidez das dietas, demoraram em torno de 6 a 24 horas a mais
para ocorrer a empupagdo. Devido isso as pupas da testemunha utilizada apresentavam
sua idade um pouco maior do que as sofreram o tratamento. Os resultados mostram que
os parasitéides nfo conseguem distinguir as pupas tratadas das do controle.

A andlise da porcentagem da mortalidade das formas imaturas do parasitoide,
com excegdo da dose de 1 mg de Mn/ g de dieta, apresentou uma relagdo diretamente
proporcional a0 uso ou aumento dos elementos utilizados para a marcagdo. E evidente a
tendéncia de que as pupas que sofreram a marcagio apresentaram maiores valores para
esse fator. Portanto o experimento mostrou que as formas imaturas do parasitéide, foram
afetadas pelo uso dos elementos marcadores; porem devido ao aumento do parasitismo,

a progénie nio foi afetada.

4.7. Marcaciio do adulto parasitéide M. uniraptor
As contagens por segundo (cps) obtidas das analises dos adultos dos
parasit6ides que se alimentaram de pupas de M. domestica marcadas com Mn, Sr e Cu,

estdo apresentados nas Tabelas 16 ¢ 17.
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Tabela 16 — Média das contagens por segundo de adultos M. uniraptor provenientes de
pupas de M. domestica marcadas com niveis crescentes do elemento Mn,

analisados qualitativamente através da técnica da fluorescéncia de raios X.

Tratamentos | I I v v Meédia
(mg/g de dieta) )
Testemunha (0) 0,894 0,522 0,716 0,238 0,255 0,525 ns
1 1,156 0,905 0272 0411 0,856 0,720 ns
2 0,567 1,156 1272 1417 0,689 1,020 ns
4 0,428 1328 1289 0805 1,167 1,003 ns

Médias comparadas entre si ao nivel de 1 % de signficancia

Tabela 17 — Média das contagens por segundo de adultos M. uniraptor provenientes de
pupas de M. domestica marcadas com 1 mg/g de dieta Sr e Cu, analisados

qualitativamente através da técnica da fluorescéncia de raios X.

Tratamentos 1 1| 111 v v Meédia
(mg/g de dieta)
Testemunha -Sr (0) 22,544 50,589 51,239 21,811 182290 32,895 ns
Sr—1 21,500 39,200 17,161 44,206 19,030 28,220 ns
Testemunha—Cu (0) 1,505 0,5440 0,872 0,950 0,861 0,946 ns
Cu-1 0,944 0944 1,022 1,327 0,672 0,982 ns

Médias comparadas entre si ao nivel de 1 % de signficincia

As andlises dos resultados apresentados na Tabelas 16 e¢ 17, mostram a
variabilidade dos resultados obtidos, e apesar de ndio apresentarem uma diferenca

significativa nas médias dos tratamentos (pr6ximo ao dobro para 2 e 4 mg/g de dieta em
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relagio a testemunha) nfio € possivel usar o elemento Mn para marcagio dos
parasitdides. O mesmo ocorreu com os elementos Sr ¢ Cu. Com a utilizagio da técnica
da fluorescéncia de raios X é possivel a marcagio do parasitéide desde que se faga uso

de um elemento raro na constituigfio desses insetos.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

- Dosagens adicionadas a dieta (mg do elemento / grama da dieta) de M
domestica de até 4,00 mg para o elemento Mn, 1,00 mg para o elemento Sr ¢ 0,50 mg
para o elemento Cu, nfo foram superiores aos valores obtidos para a mortalidade das
larvas do controle (testemunha).

- As viabilidades dos adultos nfo foram afetadas até as dosagens de 2,00 mg para
o elemento Mn e 1,00 mg para o elemento Sr. Para o elemento Cu, a minima dosagem
(0,25mg) afetou a viabilidade.

- Adultos oriundos de larvas de M domestica tratadas com dieta (mg do elemento
por grama da dieta) com dosagens a partir de 2,00 mg para o elemento Mn, 1,00 mg para
o elemento Sr e 0,50 mg para o elemento Cu, acumulam o elemento utilizado e podem
ser diferenciados da testemunha pela técnica da fluorescéncia de raios X.

- Com a dosagem de Img do elemento Sr, os machos e as fémeas de M
domestica mantém-se marcados até o final do ciclo dos adultos.

- A longevidade e a esperan¢a de vida dos adultos de M. domestica, para as
dosagens de 2,00 mg para o elemento Mn, 1 mg para os elementos Sr e Cu ndo foram
afetados.

- O parasitéide M. uniraptor, parasita indistintamente pupas marcadas ¢ ndo
marcadas.

- As dosagens de 2,00 mg para o elemento Mn, 1 mg para os elementos Sr e Cu

afetaram a viabilidade das formas imaturas do parasitéide M. uniraptor.
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- As dosagens de 1,00 a 4,00 mg para o elemento Mn, 1 mg para os elementos Sr

¢ Cu ndo marcaram o parasitoide M. uniraptor.
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