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Dietas larvais alternativas para criacdo massal da
mosca da bicheira, Cochliomyia hominivorax

Alternative larval diets for mass rearing of screwworm, Cochliomyia hominivorax

Thiago Mastrangelo' Fernando Bezerra" Thiago Fernandes'

RESUMO

A criagdo massal da mosca da bicheira, Cochliomyia
hominivorax (Diptera: Calliphoridae), para programas que
utilizam a Técnica do Inseto Estéril nas Américas faz parte de
um dos maiores programas do mundo de criacdo de insetos em
larga escala. A maior parte do custo e do trabalho necessarios
para a producao massal esta relacionada com a dieta larval, o que
torna importante o seu aprimoramento levando-se em conta sua
eficiéncia, custo e praticidade. Neste trabalho, foram realizados
dois bioensaios com dietas alternativas feitas a partir de produtos
disponiveis no mercado brasileiro com o objetivo de avaliar a
viabilidade e eficiéncia dessas dietas para criagdes de mosca da
bicheira no Brasil. Foram testadas duas dietas liquidas (tendo
como bulking agents bagago de cana ou fibra de coco), uma de
carne, e outra de gel. Os parametros biolégicos (peso das larvas,
viabilidade larval, peso de pupas, porcentagem de emergéncia
de adultos e razéo sexual) estiveram, em todos os casos, dentro
de parametros satisfatorios para a criacdo laboratorial de C.
hominivorax e as dietas ndo diferiram estatisticamente entre si.
Devido a vantagens importantes, como alta viabilidade larval
e menor custo, recomenda-se a dieta de gel para as criagdes de
larvas da mosca da bicheira no Brasil.

Palavras-chave: larva, biofabrica, Cochliomyia hominivorax.
ABSTRACT

The mass rearing of the screwworm fly, Cochliomyia
hominivorax (Diptera: Calliphoridae), for programs that integrate
the Sterile Insect Technique in the Americas is part of one of the
largest insect mass rearing programs in the world. Most of the cost
and labor required in mass rearing systems is related to the larval
diet, what enhances the relevance of the constant development
of novel diets taking into account their effectiveness, cost and
practicability. In this research, two bioassays with alternative diets
made using local products were performed in order to evaluate the

feasibility and efficiency of these diets for screwworm rearing in
Brazil. Two liquid diets (having sugarcane bagasse or coconut fiber
as bulking agents), a meat diet, and a gelled diet were tested. The
biological parameters evaluated (larval weight, larval viability,
pupal weight, adult emergence, and sex ratio) were satisfactory
according to mass rearing standards and the diets did not differ
statistically (P > 0.05). Due to its higher number of advantages,
as high larval viability and lower cost, the gelled diet developed is
recommended for screwworm larvae rearing in Brazil.

Key words: larvae, biofactory, Cochliomyia hominivorax.

INTRODUCAO

Um dos maiores projetos em vigéncia no
mundo para erradicagdo de insetos pelo uso da Técnica
do Inseto Estéril envolve a criagdo massal da mosca
da bicheira, Cochliomyia hominivorax (Coquerel),
sob responsabilidade da Comision México-Americana
para la Erradicacion del Gusano Barrenador del
Ganado (COMEXA) e da Comision Panama-Estados
Unidos para la Erradicacion y Prevencion del Gusano
Barredor del Ganado (COPEG) (MASTRANGELO
et al., 2012). C. hominivorax foi erradicada dos
E.U.A. e da América Central através de um programa
de erradicacdo em area-ampla integrando a Técnica
do Inseto Estéril (VARGAS-TERAN et al., 2005).
Os objetivos das atuais campanhas de erradicagdo sdo
prevenir reinfestagdes das areas livres, eliminar essa
praga das ilhas do Caribe, e fomentar a criagdo de novas
areas livres em paises da America do Sul. A biofabrica
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de moscas estéreis da COPEG localizada em Pacora,
Panama, produz atualmente cerca de 40 milhdes de
machos estéreis por semana para suprir a barreira de
insetos estéreis estabelecida na fronteira entre Panama
e Colombia, prevenindo a entrada de moscas férteis
vindas do norte da Coldmbia. Aproximadamente 20
toneladas de ingredientes de dieta (a um custo de quase
USS$ 30.000 .semana') sdo necessarias para manter
essa produ¢cdo (CHAUDHURY & SKODA, 2007).

A maior parte do custo e do trabalho
necessarios para a produg¢do massal da C.hominivorax
estdo relacionados com a dieta larval. Mais de 15.000
L de dieta larval, como exemplo, sdo preparados
diariamente na biofabricade COPEG (CHAUDHURY
& SKODA, 2007, MASTRANGELO et al., 2012).

A pesquisa para o desenvolvimento
de novas dietas larvais ¢ importante, pois além de
afetarem o desempenho dos estagios imaturos do inseto
(CANGUSSU & ZUCOLOTO, 1997), podem ter
um grande impacto no custo total da producdo massal
(CHAUDHURY & SKODA, 2007). Estudos sobre a
nutri¢do de C. hominivorax sio realizados desde a década
de 1930 (MELVIN & BUSHLAND, 1936; GRAHAM
& DUDLEY, 1959; BROWN & SNOW, 1979; HARRIS
et al, 1984, 1985; TAYLOR & MANGAN, 1987,
TAYLOR, 1988; TAYLOR et al., 1991; CHAUDHURY
& ALVAREZ, 1999; CHAUDHURY et al, 2002;
CHAUDHURY et al, 2011) e uma das razdes para
o sucesso das campanhas de erradicagdo dessa praga
realizadas anteriormente foi o esfor¢co continuo de
melhoramento das técnicas de criagao dela.

Apesar da existéncia de diversos tipos de
dietas para larvas de C. hominivorax no exterior,
ainda hoje poucos pesquisadores do Brasil as utilizam,
principalmente pela dificuldade de importacao e alto
custo de certos ingredientes. Por isso, ainda sdo
empregadas quase exclusivamente dietas a base de
carne moida e sangue (SILVA et al., 2008; RABELO
etal.,2011), as quais sdo desprovidas de uniformidade
de qualidade e apresentam baixa durabilidade. Neste
trabalho, foram realizados dois bioensaios com
quatro dietas alternativas feitas a partir de produtos
de origem brasileira para se avaliar a sua viabilidade
e eficiéncia para a produg¢ao laboratorial de larvas da
mosca da bicheira no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram testados separadamente dois grupos
de dietas para larvas de C. hominivorax. No primeiro
grupo, foram testadas duas dietas liquidas:

a) Dieta liquida + bagaco de cana

b) Dieta liquida + fibra de coco

Num segundo grupo, foram testadas
uma dieta a base de carne e outra com um agente
gelificante:

¢) Dieta larval de iniciagao

d) Dieta de gel

As dietas foram baseadas em GRAHAM
& DUDLEY (1959), TAYLOR et al. (1991) e
CHAUDHURY & SKODA (2007). As dietas liquidas
do 1° grupo continham como formulacao bésica 60 g
de hemacias spray dried (AP301® - American Protein
Corp., Aragatuba, SP), 40 g de ovo spray dried
(Sohovos - AB Brasil Ind. ¢ Com. de Alimentos,
Ltda), 40 g de leite em p6 desnatado, 1 g de acido
citrico, 1 g de citrato de s6dio, | mL de formaldeido
e 800 mL de agua. Foram testados como bulking
agents: a) bagago de cana, ou b) fibra de coco (2,7
g de cada para 700 mL de dieta liquida). O bagago
de cana moido (seco e peneirado) foi obtido da Usina
AGROVALE ¢ a fibra de coco foi adquirida como
substrato comercial (SOCOCO®) para orquideas
(pacotes com 15 L de fibra de coco verde desfibrado,
lavado, e sem pd).

No segundo grupo, a dieta a base de carne
seguia a mesma formulagdo daquela utilizada como
dieta larval de iniciagdo da colonia-mae (para 1
bandejade 3 L: 328 g de carne crua bovina de 1 moida
para 350 mL de dieta liquida, a qual era preparada a
partir de 21 g de hemacias spray dried, 14 g de ovo
spray dried, 14 g de leite em p6 desnatado, 350 mg de
acido citrico, 350 mg de citrato de sodio, 0,35 mL de
formaldeido e 300 mL de agua).

Para o preparo de 1 L da dieta de gel,
foi utilizada a formulacdo a seguir: 60 g de
hemacias spray dried, 40 g de ovo spray dried,
40 g de leite em po6 desnatado, 30 g de Ecogel®, 1
mL de formaldeido e 800 mL de agua. O Ecogel®
¢ feito a partir de polimeros como poliacrilato
de poliacrilamida, ¢ comercializado como
condicionador de solo, e, na propor¢do correta
(obtida durante os pré-testes e utilizada neste
trabalho), proporciona textura e viscosidade
ideais para a locomocdo e alimenta¢do das larvas.

As dietas (700 mL) foram acondicionadas
em potes plasticos (15 x 10 x 5 c¢cm), com tampa
telada com tecido voile para permitir aeragdo, e
mantidas em uma torre aquecida a 30-36°C sob luz
ambiente ¢ umidade relativa entre 60-90% por até
5 dias. As massas de ovos ou larvas utilizadas para
os testes foram provenientes da colonia-mae de C.
hominivorax, cujas condigdes de criagio foram
descritas por MASTRANGELO et al. (2012).

O teste com as dietas liquidas teve que ser
realizado com larvas de 2° instar, porque a viabilidade
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das larvas de 1° instar, depois que as massas de ovos
eram colocadas diretamente sobre o bagago de cana
ou fibra de coco, foi muito baixa e variavel (entre
0 e 25% somente). Portanto, 100 larvas de 2° instar
foram retiradas de uma dieta padrdo de iniciacdo e
colocadas em cada parcela experimental.

No teste com as dietas a base de carne e gel,
uma massa de 5 mg de ovos (= 100 ovos) foi colocada
sobre um pedago (3 x 3 cm) de papel toalha neutro
umedecido sobre a dieta de cada parcela. Em geral,
na criagdo de C. hominivorax, a dieta larval deve ser
adicionada aos poucos ao longo do periodo larval,
caso contrario, as larvas ndo conseguem completar
o desenvolvimento por causa do apodrecimento,
contaminagdo e ressecamento (BAUMHOVER
et al. 1966; CHAUDHURY & SKODA, 2007,
CHAUDHURY & SKODA, 2009). Portanto, com
relacdo a frequéncia de adicdo das dietas, as dietas
liquidas tiveram que ser adicionadas gradativamente,
duas vezes ao dia, por 4 dias consecutivos, enquanto
que, para a dieta a base de carne e de gel, foram
adicionados 25% da dieta no 1° dia, 50% no 3° dia,
e 25% no 4° dia, completando o volume de 700 mL.

Quando as larvas comecavam a escalar
as paredes dos potes para tentar pupar (5° dia apds
a eclosdo das larvas ou final do 3° instar), os potes
foram colocados sobre bandeja (50 x 30 x 10 cm)
com vermiculita (expandida tamanho médio) e
abertos para permitir a pupagdo. Ao final dos testes, o
descarte das dietas foi colocado em sacolas plasticas
e armazenado a -20°C.

Os tratamentos foram dispostos em
delineamento inteiramente casualizado, havendo 3
repeticdes por tratamento. Os parametros avaliados
nos dois testes foram: peso das larvas de 3° instar
(ao abandonarem a dieta), peso de pupas (5° dia
apos a pupagdo), viabilidade larval (definida como:
n° de pupas =+ n° inicial de larvas, sendo larvas de
2° instar, no teste com dietas liquidas, e de 1°, no

teste com dietas de gel ou carne), porcentagem de
emergéncia de adultos (de amostras com 100 pupas
em placas de Petri), e razdo sexual (n° de fémeas/
n® de machos+fémeas). As médias dos parametros
biologicos foram comparadas pelo teste-t de Student
(a = 0,05). As analises foram efetuadas através do
programa estatistico SAS 9.1 (SAS Institute, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de peso e viabilidade larvais, peso
pupal (pupas com 5 dias de idade), emergéncia de adultos
e razao sexual obtidos das dietas dos dois testes (Tabelas
1 e 2) estiveram todos dentro de pardmetros satisfatorios
para criagdo de C. hominivorax em laboratorio, embora
ndo tenham sido detectadas diferencas significativas (P >
0,05). Também nao foi observada diferenca no tempo de
desenvolvimento larval entre as dietas, ficando sempre
em torno de 4-5 dias.

O peso das larvas de 3° instar foi de
52,7+6,4 mg na dieta liquida com bagaco de cana,
55,3+4,4 mg na dieta liquida com fibra de coco,
47,7£2,6 mg na dieta a base de carne e 58,7+4,7
mg na dieta de gel. TAYLOR & MANGAN
(1987) relataram valores de peso larval entre 40
e 80 mg para testes com dietas a base de carne e
gel. CHAUDHURY & SKODA (2007) obtiveram
valores entre 47 e 74 mg em testes de dietas de gel e
a base de fibra de celulose.

O peso pupal em todas as dietas dos dois
testes também foi elevado, sendo sempre maior ou
igual a 47 mg. Segundo VREYSEN et al. (2007), o
peso minimo aceitavel para pupas irradiadas com
cinco dias de idade destinadas a liberacdo em campo,
deve ser de 47 mg.

Duas grandes desvantagens das dietas liquidas
com bagaco de cana ou fibra de coco foram a necessidade
de se utilizar larvas de 2° instar ¢ a maior frequéncia
de adic@o de dieta diariamente. Na verdade, ha poucos

Tabela 1 - Pardmetros biologicos (média + erro padrao) de Cochliomyia hominivorax em diferentes dietas liquidas para larvas.

Dieta Peso larval (mg) Viabilidade larval (%) Peso pupal (mg) Emergéncia (%) Razio sexual®
Bagago de cana 52,7+6,4a" 96,7+23a 55,3+3,7a 95+09a 0,56+£0,012a
Fibra de coco 553+44a 98 +0,58 a 50,7+32a 85+4,8a 0,55+0,084 a
F1,5 = 0,12 F1,5 = 0,31 F1’5 = 0,91 F1’5 = 4,2 F1,5 = 0,03
ANOVA (LSD) P=0,74 P=0,61 P=0,39 P=0,11 P=0,87
CV.E=17,5% C.V.=3,02% CV.=11,3% CV.=6,7% CV.=18,7%

*Médias na mesma coluna seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste-t de Student (P > 0,05).

" Razdo sexual = n° de fémeas/(n® de machos + n° de fémeas).
°C.V. = coeficiente de variagéo.

Ciéncia Rural, v.44, n.4, abr, 2014.
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Tabela 2 - Pardmetros biologicos (média + erro padrio) de Cochliomyia hominivorax em diferentes dietas larvais.

Dieta Peso larval (mg) Viabilidade larval (%) Peso pupal (mg) Emergéncia (%) Razio sexual®
Carne 47,7+2,6 a" 89,3+52a 53+1,7a 92,7+19a 0,47+ 0,06 a
Gel 58,7+4,7a 93+5,1a 52+2,52a 80+6,2a 0,56+ 0,03 a
F1,5 = 4,2 F1_5 = 0,26 Fl.5 = 0,1 1 Fllg = 3,8 Flyg = 1,6
ANOVA (LSD) P=0,11 P=0,64 P=0,76 P=10,09 P=0,25
C.V..=12,4% CV.=9,7% CV.=7,1% CV.=11,9% C.V.=19,6%

*Médias na mesma coluna seguidas da mesma letra néo diferem significativamente entre si pelo teste-t de Student (P > 0,05).

®Razdo sexual = n°® de fémeas/(n® de machos + n° de fémeas).
“C.V. = coeficiente de variacao.

relatos na literatura de bioensaios com dietas liquidas para
cria¢do de C. hominivorax. BAUMHOVER et al. (1966)
relataram a tentativa de utilizacdo de uma dieta semi-
liquida na biofabrica em Mission, Texas. A dieta era a base
de carne moida, plasma bovino, agua e formalina, e eram
colocadas camadas de algoddo que flutuavam na bandeja,
dando suporte para as larvas e evitando afogamento.
Dessa forma, a densidade larval podia ser aumentada
porque as larvas se dispersavam mais na bandeja ao invés
de se alimentarem com o comportamento de “ondas”,
como nas outras dietas.

A dieta com Ecogel® proporcionou alta
viabilidade larval e nao houve diferenca significativa
entre os pesos de larvas de 3° instar em comparagéo
com dieta a base de carne (Tabela 2). Embora o
periodo larval tenha sido praticamente o mesmo
nas duas dietas (4-5 dias), mais de 90% das pré-
pupas da dicta a base de carne abandonou o meio
em menos de 15 h a partir do inicio da pupacdo
(provavelmente para escapar do excesso de residuos
toxicos e da carne em putrefacdo) (TAYLOR &
MANGAN, 1987, CHAUDHURY & SKODA,
2009), enquanto que foi possivel encontrar larvas de
3° instar se alimentando na dieta de gel. O Ecogel®
também serviu, aparentemente, para absorver os
residuos metabolicos excretados pelas larvas, o que
reduziu consideravelmente o mau cheiro (odores
caracteristicos de amoénia e enxofre) emitido pela
dieta. Além disso, a dieta de gel manteve-se semi-
solida todo o tempo, sem aumento da viscosidade (o
que atrapalharia a saida das larvas), mas podia ser
dissolvida rapidamente em agua, facilitando, assim,
seu descarte apds congelamento por 24 h em freezer.

Outra grande vantagem da dieta
de gel foi o seu menor custo. Para produzir
100mLdepupas(=830pupas),ocustodadietaabasede
carne (500 g de carne moida + 300 mL de dieta liquida)
foi de RS 6,60, enquanto a de gel (= 1 L) foi de apenas
R$ 1,89 (economia de quase 72% ou 3,5 vezes).

Trabalhos anteriores demonstraram a
viabilidade de dictas de gel para a mosca da bicheira.
A dieta a base de carne desenvolvida por MELVIN &
BUSHLAND (1936) foi utilizada praticamente sem
alteragOes para a produgdo massal de C. hominivorax
até 1970. GINGRICH et al. (1971) desenvolveram
uma dieta liquida, depois modificada por BROWN
& SNOW (1979), composta de sangue ¢ ovo spray
dried, leite em po, formalina e 4gua, além de algodao
ou fibras de acetato para dar sustentacdo as larvas,
sendo utilizada nos programas de erradicagdo de C.
hominivorax por mais de 12 anos. HARRIS et al.
(1984) testaram varios agentes gelificantes para a
dieta de GINGRICH et al. (1971) e relataram que
quatro deles (Gelgard, carragenina, caseina e goma
Karaya) permitiam uma produgdo de larvas com
qualidade semelhante as da dieta de carne. HARRIS
et al. (1985) demonstraram que o agente gelificante
de poliacrilato de poliacrilamida de sodio (Water-
Lock G-400) era promissor para a formulagdo de
dietas larvais. TAYLOR & MANGAN (1987) entdo
compararam os parametros de controle de qualidade
de moscas criadas na dieta de carne padrdo ¢ na de
gel Water-Lock ao longo de cinco geragdes e nao
encontraram diferencas significativas.

Noanoseguinte, TAYLOR (1988) comparou
as dietas a base de Water-Lock (70 g de sangue spray
dried, 30 g de ovo spray dried, 30 g de leite em po,
1,2 mL de formalina, 12 g de Water-Lock G-400 ¢ 1
L de agua) e carragenina para producdo de larvas em
pequena escala e massal. A dieta com Water-Lock foi
superior tanto na iniciagdo larval quanto na cria¢do.
Apesar disso, a biofabrica do COMEXA adotou, em
agosto de 1986, a dicta a base de carragenina (6% de
sangue spray dried, 3% de ovo spray dried, 3% de
leite em po, 0,1% de formalina, 0,25% de carragenina
e 87,65% de agua) para a iniciagdo larval.

Posteriormente, TAYLOR et al. (1991)
compararam os sistemas de produ¢do baseados na

Ciéncia Rural, v.44, n.4, abr, 2014.
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dieta de gel Water-Lock e o padrdo (GINGRICH et
al., 1971). O sistema com dieta de gel rendeu 2%
de pupas com maior peso, viabilidade ovo-pupa
32% maior e exigiu menos 54% de dieta e menos
88% de trabalho do que o sistema padrdo. Depois
desse trabalho, a conversdo completa da biofabrica
do COMEXA para o sistema de criagdo em dieta
de gel Water-Lock comegou em outubro de 1989 e
foi concluida em abril de 1990. Até recentemente, a
dieta larval utilizada na biofabrica do COMEXA era
praticamente a mesma (60 g de sangue spray dried,
40 g de ovo spray dried, 40 g de leite em p6, 1 mL
de formalina, 18 g de Aquatain e 841 mL de 4gua)
(CHAUDHURY & SKODA, 2007).

Agentes gelificantes como o Water-Lock
ou o Ecogel® possuem inmeras vantagens como
mostraram os trabalhos citados. A dieta permanece
semi-solida ao longo do tempo, emite menos odores
de enxofre e amonia, e mantém a qualidade nutricional
por mais tempo para as larvas, antes de terem seu
desenvolvimento prejudicado pela contamina¢do com
os residuos toxicos. Por causa da pouca disponibilidade
de agua livre, os residuos metabdlicos soluveis, como
amonia, ndo se difundem para as partes ainda ndo
aproveitadas pelas larvas, eliminando a necessidade
de se remover a dieta podre e reduzindo a frequéncia
de adicao de dieta (CHAUDHURY & SKODA, 2007).
O agente gelificante também ndo exige aquecimento
durante o preparo da dieta, como 4gar ou carragenina,
podendo ser utilizado imediatamente.

Devido ao maior niimero de vantagens,
em comparagdo as outras dietas, a dieta de gel
testada neste trabalho esta sendo utilizada no Centro
de Biologia Molecular e Engenharia Genética da
UNICAMP tanto para a manutencgao das criagdes de
C. hominivorax, como também das moscas varejeiras
Cochliomyia macellaria, Chrysomya albiceps e
Chrysomya megacephala. A unica mudanca na
formulagao foi a adogdo de outro agente gelificante, o
FORTH Gel®, o qual esta sendo utilizado na proporgao
de 22 g para se fazer 1 L da dieta de gel. Depois de
11 geragdes, os parametros biologicos para as quatro
espécies véem se mantendo estaveis (Mastrangelo,
dados nao publicados).

CONCLUSAO

A criagio de larvas de Cochliomyia
hominivorax em dietas liquidas ou de gel é viavel. A dieta
a base de gel testada ndo apresentou diferenga em relagao
a dieta a base de carne moida quanto ao desenvolvimento
das larvas, apresentando vantagens técnicas e econdmicas
que justificam sua utilizagdo em biofabricas.
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