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Importance of Adult Protein Ingestion on the Mating Success of Ceratitis capitata Wiedemann Males

(Diptera: Tephritidae)

ABSTRACT - The importance of the protein ingestion during the adult stage on the mating success
of males of Ceratitis capitata Wiedemann was evaluated in experiments of laboratory and field cage.
In laboratory, the effects of protein ingestion during the first four or 12 days of the male adult life was
assessed by the following parameters: mating success (capacity of being chosen by the female) and
the number of males that give out pheromonal signals. Some experiments of mating success had been
carried through with males in different ratios. In these tests, the number of males which had ingested
protein (an unique male) was remained constant and the number of males fed without protein was
gradually increased from 1:1 to 1:5. In the field cages, the mating success experiments were done using
a 1:1 ratio. The results showed that the protein ingestion in the first four days of life did not influence
any of the analyzed parameters. When the period of ingestion of protein was extended to 12 days,
protein-fed males fed produced more pheromonal signals and had a higher mating success when at a
1:1 ratio in laboratory and field cage assays. In laboratory, females randomly chose males in any other
tested ratio (1:2, 1:3, 1:4 and 1:5), indicating that the female may lose the perception to identify the
male who ingested protein in the first 12 days.
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A mosca-das-frutas Ceratitis capitata Wiedemann ¢
reconhecida como uma das mais sérias pragas da fruticultura
mundial devido a sua diversidade de hospedeiros, natureza
do dano causado e adaptabilidade (Metcalf 1995). Na
natureza, as fontes basicas de alimento de adultos de C.
capitata incluem sumo de frutas, néctar, polen, liquidos
acucarados de outros insetos e fezes de passaros (Christenson
& Foote 1960, Tsiropoulos 1977, Hendrichs et al 1991).
Esses alimentos devem conter os nutrientes necessarios para
suprir as necessidades fisiologicas do inseto na fase adulta
para a reprodugdo, dispersdo e manutengdo das atividades
metabolicas basicas (Slansky & Scriber 1985, Zucoloto 1988,
Browne 1995).

Para atingirem a maturidade sexual e realizarem o
chamamento das fémeas com a emissdo do feromonio sexual,
machos de C. capitata requerem alimentos que contenham
proteinas e carboidratos (Christenson & Foote 1960, Webster
& Stoffolano 1978, Tsitsipis 1989). Além disso, o sucesso
de acasalamento dos machos parece estar ligado a sua
capacidade de forrageamento por proteina (Hendrichs &
Hendrichs 1990, Hendrichs et al 1991, Warburg & Yuval

1997, Yuval & Hendrichs 2000).

Trabalhos com C. capitata, utilizando linhagens
selvagens e de laboratdrio, tanto em estudos de campo como
em condi¢des de laboratério, demonstram uma vantagem
para os machos que ingeriram proteina nos dias seguintes
apos sua emergéncia, no que diz respeito a participa¢ao nos
“leks”, realizacdo de copula e inseminacao das fémeas (Blay
& Yuval 1997, Taylor & Yuval 1999, Kaspi et al 2000, Maor
et al 2004). Outros trabalhos, porém, ndo encontraram essa
relagdo (Shelly et al 2002, Shelly & Mclnnis 2003).

A influéncia dos aspectos nutricionais no comportamento
sexual de C. capitata tem importancia do ponto de vista
aplicado no que se refere a sua utilizagdo para a melhoria
da técnica do inseto estéril (TIE). Nessa técnica, machos
estéreis sdo liberados no campo e devem competir com
machos selvagens pela aceitagdo da fémea para acasalamento
(Knipling et al 1989, Hendrichs et al 1995). Conhecer bem
quais as caracteristicas que podem melhorar o desempenho
de machos estéreis em campo, tais como a ingestdo ou ndo
de proteina na fase adulta, ¢ de fundamental importancia
para o sucesso da técnica. No presente trabalho, avaliou-se



236

a influéncia da ingestdo de proteina pelos machos de C.
capitata por quatro ou 12 dias apds a emergéncia no sucesso
de copula dos mesmos.

Material e Métodos

As moscas de C. capitata utilizadas neste trabalho foram
provenientes de uma popula¢do mantida em laboratoério, sem
a introdugdo de individuos selvagens, desde 1980, ¢ sua
manutencdo seguiu método descrito em Zucoloto (1987).
Os machos e as fémeas utilizados nos experimentos foram
criados na fase imatura com dieta a base de farelo de soja e
levedo de cerveja (Carvalho et al 1998).

Para a realizagdo dos experimentos, machos recém-
emergidos foram separados em dois grupos e mantidos em
gaiolas plasticas (16 x 11 x 10 cm) por quatro ou 12 dias.
Um dos grupos recebeu dieta contendo proteina, com a
seguinte composi¢do: 6,5 g de levedo de cerveja — fonte
protéica (Mae-Terra, Mae-Terra Produtos Naturais Ltda.),
11,0 g de agucar (Unido, Unido de Refinadores do Brasil),
2,0 g agar-agar (Isofar, Isofar Induastria e Comércio de
Produtos Quimicos Ltda.), 1,0 g acido citrico (Vetec, Vetec
Quimica Fina Ltda.), 1,0 g de nipagin (Isofar) e 100 ml
de agua destilada (Zucoloto et al 1979). Os machos desse
grupo foram denominados “machos com proteina”. O outro
grupo recebeu dieta sem proteina. A composicdo dessa
dicta era idéntica a descrita acima, porém sem o levedo
de cerveja. Esses machos foram designados “machos sem
proteina”. Agua a vontade foi oferecida a ambos os grupos.
As fémeas receberam tratamento idéntico aos “machos
com proteina”.

Cada grupo de machos foi marcado com tinta atdxica de
distintas cores 24h antes de cada experimento, para futura
identificag@o. As cores foram alternadas em cada repeticao.

Como o fator de interesse neste trabalho foi a influéncia da
ingestdo de levedo por quatro ou 12 dias na fase adulta, todos
os outros fatores como idade e tamanho dos machos foram
padronizados. Desse modo, ao final de cada experimento
todas as asas esquerdas dos machos foram medidas da
nervura R4+5 até a nervura m-cu, para se estimar o tamanho
do corpo (Zucoloto 1987). Na ocorréncia de diferenga de
tamanho entre os machos dos dois grupos, o experimento
era descartado.

A influéncia da alimentag¢do na fase adulta foi avaliada
em dois parametros: o sucesso de copula dos machos,
estimado pela sua capacidade em serem escolhidos pelas
fémeas (experimentos de selegdo sexual) e a realizagdo do
primeiro passo do comportamento de corte, a emissao de
feromonio sexual (experimentos de emissdo de feromonio).
Os experimentos de selecdo sexual foram realizados em
laboratorio — em caixas plasticas (10 x 5 cm) - e em gaiolas
de campo (230 x 150 x 230 cm). Os experimentos de emissao
de feromdnio foram realizados em gaiola de laboratorio (68
x 68 x 90 cm).

Em laboratério as moscas foram mantidas em condig¢des
controladas (25°C + 2 e 70% £ 5 UR). Os experimentos em
gaiola de campo ocorreram entre janeiro de 2006 e janeiro de
2007, com temperaturas entre 25°C e 38°C, umidade relativa
entre 67% e 85% e em dias ensolarados.
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Selecao sexual. Experimentos em laboratério. Para avaliar
a influéncia da ingestdo de proteina por machos durante os
primeiros quatro dias da fase adulta no seu sucesso de copula,
foi realizado o seguinte protocolo: uma fémea de cinco dias
de idade, nutrida nesse periodo com a mesma dieta padrdo
oferecida aos adultos, foi colocada em uma caixa plastica
(10 x 5 cm), juntamente com dois machos adultos com cinco
dias de idade (um alimentado com proteina por quatro dias
antes do experimento e outro alimentado sem proteina pelo
mesmo periodo). Esses experimentos foram denominados
“selegdo sexual na proporgdo 1:1”. A ocorréncia de copulas
foi monitorada a cada 5 min, das 8:00h as 15:00h, durante
2 dias consecutivos. A finalizagdo dos experimentos ocorreu
as 15:00h, ja que, em observagdes prévias, ocorreu pouca ou
nenhuma copula em laboratério a partir desse horario. Cada
casal em copula era retirado e fixado em 70% etanol, para
posterior registro do macho ¢ medi¢do do tamanho da asa.
Foram feitas 100 repeticdes com geracdes alternadas. Os
experimentos que analisaram a influéncia da ingestao ou ndo
de proteina nos primeiros 12 dias de vida de machos adultos,
seguiram o mesmo protocolo, sendo que, neste caso, os machos
analisados tinham 13 dias de idade e o periodo de privagao ou
ndo de proteina foi prolongado para 12 dias.

Testes com diferentes propor¢des de machos foram
realizados quando as fémeas dos experimentos de selegdo
sexual na propor¢do 1:1 exibiram preferéncia sexual por
machos de algum dos grupos testados. A montagem destes
testes seguiu o mesmo método descrito anteriormente, com
a unica diferenga de que, em cada caixa experimental, era
colocado um unico macho do grupo que havia sido preferido
- no experimento de selecao sexual na propor¢ao 1:1 - e
adicionava-se uma proporgao crescente de machos do grupo
ndo-preferido. Esses experimentos foram realizados para
determinar a capacidade da fémea escolher o macho do grupo
preferido dentro de um conjunto crescente de machos do
grupo nao-preferido. As proporgdes de machos provenientes
do grupo preferido e do grupo ndo-preferido foram: 1:2, 1:3,
1:4 ¢ 1:5. Para cada proporgao foram realizadas 30 repetigdes
com geragoes alternadas.

Selegdo sexual. Experimentos em gaiola de campo. Foram
utilizadas gaiolas (230 x 150 x 230 cm) contendo uma muda
de pitanga (Eugenia uniflora) com aproximadamente 107
cm de altura e raio de copa em torno de 40 cm. A planta era
colocada sobre um banco de madeira com 60 cm de altura e
nas extremidades de seus galhos eram dispostos pedagos de
maga (Malus domestica) para simular uma fonte de recursos
naturais. Nos experimentos de influéncia da ingestdo de
proteina nos quatro primeiros dias de vida adulta, foram
introduzidos nessas gaiolas 100 machos com cinco dias de
idade (50 do grupo alimentado com proteina por quatro dias e
50 do grupo alimentado sem proteina), previamente marcados
por tinta atoxica com cores distintas, juntamente com 50 fémeas
de cinco dias de idade alimentadas nos quatro primeiros dias
de vida adulta com dieta padrdo. A ocorréncia de copulas foi
monitorada a cada 5 min, das 8:00h as 13:00h. Cada casal
em copula foi retirado e fixado em 70% etanol, para posterior
registro do macho e medicao do tamanho da asa. Sempre que
um casal era retirado, observava-se a origem do macho em
copula e retirava-se um macho do grupo oposto, para se manter
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aproporgao de 1:1. Foram feitas cinco repeticdes com geracdes
alternadas. O mesmo experimento foi repetido para adultos
alimentados por periodo de 12 dias, assim como mencionado
anteriormente.

Emissdo de feromonio sexual. Avaliou-se, em laboratorio,
o numero de machos, alimentados ou ndo com proteina, que
emitiam feromonio. Os adultos foram acondicionados em gaiola
de PVC (68 x 68 x 90 cm) revestida com tela, contendo uma
muda de pitanga (E. uniflora) envasada, com 60 cm de altura
e 40 cm de raio de copa, ¢ pedacos de mag¢d (M. domestica)
dispostos nas extremidades dos galhos. Nos experimentos de
influéncia da ingestdo de proteina nos quatro primeiros dias
de vida adulta, 40 machos marcados (alimentados ou nao
por quatro dias com proteina; 20/grupo), foram liberados no
interior da gaiola. Eles foram monitorados quanto a emissao
de feromdnio por 1h, das 8:00h as 9:00h, por ser o periodo de
pico de ocorréncia de copulas, em experimentos preliminares.
Cada macho que liberava a gota de feromoénio foi retirado
e fixado em 70% etanol para medi¢do do tamanho da asa.
Apos o experimento, os machos que ndo emitiram feromonio
também foram fixados e medidos. Foram feitas cinco repeti¢des
com geragdes alternadas. Os experimentos que analisaram a
influéncia da ingestao ou ndo de proteina nos primeiros 12 dias
de vida do adulto, seguiram o mesmo procedimento.

Andlise estatistica. Todos os dados dos experimentos de
selecdo sexual em laboratério foram analisados usando o teste
do Qui-quadrado, com auxilio do programa STATISTICA (data
analysis software system), version 6 (StatSoft, Inc. 2001).
A frequéncia de copulas esperada para cada tipo de macho
utilizada em todos os teste de Qui-quadrado foi calculada pela
seguinte formula: Esperado = Nr/TM x Mi, na qual “Nr” ¢
numero total de repeti¢des, “TM” o numero total de machos
dentro de cada caixa experimental ¢ “MI” nimero de machos
do tipo em interesse dentro de cada caixa do experimento.
Para a analise dos dados de emissdo de feromonio e de selegdo
sexual em gaiola de campo, foi utilizado o teste t ndo-pareado,
com o auxilio do programa GraphPad InStat version 3.00
for Windows 95 (GraphPad Software, San Diego California,
USA). O teste t ndo-pareado também foi utilizado para a
comparagdo entre o tamanho das asas dos diferentes grupos
de idades. . Assumiu-se o alfa de 5% para todos os testes
estatisticos.

Resultados

Selecdo sexual em laboratério. Nos experimentos de
influéncia da ingestdo ou ndo de proteina nos primeiros quatro
dias de vida adulta dos machos, as fémeas ndo exibiram
preferéncia de copula entre os dois grupos de machos
testados (Machos/proteina n = 48, machos/sem proteina
n = 52; teste qui-quadrado: X?> = 0,1600000; df =1, P <
0,689157), contrario ao observado em machos alimentados
com proteina nos primeiros 12 dias de vida, os quais foram
os preferidos pelas fémeas (machos/proteina n =32, machos/
sem proteina n = 68; teste qui-quadrado: y*> = 12,96000; df
=1,P<0,000318).

Os testes de selegdo sexual com proporgdes diferentes
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de machos (macho preferido versus propor¢des crescentes
de machos nao-preferidos) foram feitos apenas com os
grupos de machos alimentados com ou sem proteina
por 12 dias, uma vez que, somente nessa situacdo houve
preferéncia de copula das fémeas. Os resultados desses
testes indicaram que a fémea ndo apresentava capacidade
de discernir o macho alimentado com proteina dos demais a
medida que o nimero de machos alimentados sem proteina
aumentava, demonstrando que a escolha da fémea nessa
proporg¢ao ocorreu ao acaso (teste qui-quadrado: proporgao
1:2, machos/proteina observado:esperado (11/10), machos/
sem proteina observado:esperado (19/20), x> = 0,1500, df =
1, P < 0,6985; propor¢do 1:3, machos/proteina observado:
esperado (10/7,5), machos/sem proteina observado:esperado
(20/22,5), ¥* = 1,1111, df = 1, P < 0,2918; proporg¢do 1:4,
machos/proteina observado: esperado (9/6), machos/sem
proteina observado:esperado (21/24), y*=1,8750, df=1,P<
0,1709; proporg¢ao 1:5, machos/proteina observado:esperado
(8/5), machos/sem proteina observado:esperado (22/25), y*
=2,1600, df =1, P<0,0915).

Em todos os experimentos de selegao sexual, os machos
dos diferentes tratamentos apresentaram tamanho similar
(estimado pela medida da asa) (teste t ndo-pareado - 1:1 cinco
dias, P=0,9174; 1:1 13 dias, P = 0,1430; 1:2, P=0,7623;
1:3,P=0,2534; 1:4,P=0,8895 ¢ 1:5, P> 0,9999).

Selecdo sexual em gaiola de campo. Os resultados
desses experimentos foram similares aos encontrados nos
experimentos de selegdo sexual em laboratdrio na proporgao
1:1. As fémeas ndo exibiram preferéncia de copula entre os
machos alimentados com ou sem proteina, pelo periodo de
quatro dias (machos/proteina (21 + 5,05), machos/sem proteina
(17,8+4,65); teste t ndo-pareado: P=0,3281). Quando o periodo
de ingestdo de proteina pelos machos passou a ser de 12 dias,
as fémeas preferiram copular com machos alimentados com
proteina em relagao aos machos privados de proteina (machos/
proteina (23,2 + 2,17), machos/sem proteina (16,2 =+ 3,42);
teste t ndo-pareado: P = 0,0048). Em todos os experimentos
de selegdo sexual realizados, os machos alimentados ou ndo
com proteina apresentaram tamanho similar.

Emissdo de feroménio em gaiola de laborat6rio. O nimero
de machos que emitiram feroménio foi similar entre os dois
grupos comparados (machos alimentados com ou sem proteina
pelo periodo de quatro dias) (machos/proteina (17,8 + 2,38),
machos/sem proteina (17,8 £ 3,19); teste t ndo-pareado: P >
0,9999). Quando o periodo de ingestdo de proteina passou a
ser de 12 dias, o nimero de machos alimentados com proteina
que emitiram feromonio foi maior do que o dos privados de
proteina (machos/proteina (19,2 + 1,31), machos/sem proteina
(13,4 £ 1,82); teste t ndo-pareado: P = 0,0004). Todos os
machos testados nos experimentos de emissao de feroménio
apresentaram tamanho similar.

Discussao

Os experimentos de selegdo sexual em laboratorio ou
campo evidenciaram sucesso de copula similar entre machos
alimentados com ou sem proteina por quatro dias. Isso leva
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a crer que a ingestdo ou nao de fonte protéica nos quatro
primeiros dias de vida do macho adulto nao influencia seu
sucesso de copula. A inexisténcia de diferencas na fase inicial
da vida adulta pode ter resultado da utilizacao de reservas
nutricionais acumuladas durante o desenvolvimento imaturo
do inseto, assim como observado para varios insetos (Boggs
1981), incluindo moscas-das-frutas (Zucoloto 1987). As
diferengas observadas apds 12 dias podem ser explicadas pelo
consumo das reservas acumuladas apos esse periodo de vida,
tornando necessaria a aquisi¢ao de fonte de proteinas para a
manutengao das atividades metabdlicas ligadas a reproducao.
Kaspi et al (2000) encontraram aumento significativo ao
longo dos dias nos niveis de proteina presentes tanto em
machos alimentados nos primeiros 13 dias de vida com
proteina, como nos machos privados de proteina pelo mesmo
periodo. No entanto, eles atribuiram esse aumento no nivel
protéico de machos a uma possivel ingestao de excrementos
e cadaveres de moscas presentes nas gaiolas de manutengao.
Nos experimentos aqui realizados esse fato ndo ocorreu, uma
vez que as gaiolas de manuten¢ao eram limpas diariamente.
Desse modo, o método com a qual as moscas foram criadas
no presente trabalho poderia simular, mesmo que em um
ambiente artificial, as consequéncias que um ambiente pobre
em recursos protéicos poderia acarretar aos machos, quanto
ao seu sucesso de copula.

Como a nutricdo de machos de C. capitata tem efeito
significativo sobre a energia necessaria para cortejar a fémea
e para o seu sucesso de copula (Warburg & Yuval 1996,
Blay & Yuval 1997), a capacidade de machos estéreis em
forragear por fontes protéicas de alimento em campo parece
ser de grande importancia para o sucesso da técnica do macho
estéril. A capacidade de busca por alimento protéico parece
ser influenciada pela disponibilidade desse tipo de alimento
no local e que o acesso a ele nos primeiros quatro dias de
vida influencia o sucesso pela busca futura por esse mesmo
alimento (Maor et al 2004). Assim, uma indicago resultante
dos dados obtidos neste trabalho ¢ que em ambientes naturais
com fontes protéicas escassas, a alimenta¢do com proteina
em laboratdrio por um periodo superior a quatro dias na fase
adulta (antes da liberacdo em campo) poderia favorecer o
sucesso reprodutivo de machos no campo.

Os resultados dos testes de emissdo de feromonio foram
coerentes com os de sele¢do sexual. Esses dados reforcam
a hipotese de que deve realmente haver um declinio das
reservas protéicas ao longo da vida do macho, o que pode
afetar decisivamente o sucesso de copula do mesmo, caso
este ndo tenha capacidade para forragear proteina no campo.
Como a maioria das copulas observadas neste trabalho
ocorreu na primeira hora de luz do dia, talvez a preferéncia
das fémeas por machos alimentados com proteina por 12 dias
tenha ocorrido devido ao maior investimento destes em atrai-
las, via emissao de feromonio, nesse periodo do dia.

Os dados do presente trabalho corroboram dados obtidos
em outros estudos (Papadopoulos et al 1998, Kaspi etal 2000),
em que a ingestdo de fonte de alimento protéico influencia o
desempenho reprodutivo de machos. Com base nesses dados
da literatura ¢ interessante notar que, aparentemente, quando
existe uma alimentacao rica em proteina na fase larval, como
em uma criagcdo com dieta artificial em laboratorio, o efeito
da alimentacdo nos primeiros dias da fase adulta pode nao ser
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tao relevante. Ja quando sdo utilizadas linhagens selvagens,
que normalmente se alimentam de frutos pobres em proteina
(Hendrichs et al 1993, Murphy et al 1994) na fase larval, os
efeitos da privacdo de proteina aparecem mais cedo. Isso pode
estar relacionado com a capacidade dos insetos em utilizar
na vida adulta reservas provenientes da fase larval, como
ja foi discutido anteriormente. Desse modo, a qualidade da
alimentacdo na fase larval teria papel relevante.

Em condi¢des de campo, ndo se sabe se os resultados
observados aqui nos testes de propor¢des seriam os mesmos,
uma vez que alguns autores evidenciaram que machos
participantes de “leks” coletados no campo apresentavam
maior porcentagem de proteina e agicar em seu corpo
do que machos ausentes dos “leks” (Yuval et al 1998).
Aparentemente, um “lek” na natureza, formado em sua
maioria por machos com baixos niveis de proteina, tais
como os machos privados de proteina por 12 dias, seria
dificil de ocorrer. Obviamente, experimentos utilizando
diferentes propor¢des de machos, como os deste trabalho,
devem ser repetidos em condi¢des de gaiola de campo,
onde a formacdo de “leks” pode se assemelhar mais as
condi¢des naturais.

Uma caracteristica da fémea de C. capitata, que pode
afetar a técnica do inseto estéril, ¢ a sua capacidade de realizar
mais de uma copula. Alguns estudos revelaram que fémeas
que copularam primeiro com machos estéreis tiveram uma
maior frequéncia de novas copulas, do que aquelas fémeas
que copularam primeiramente com machos selvagens
(Mossinson & Yuval 2003, Vera et al 2003). No entanto, Blay
& Yuval (1997) evidenciaram que fémeas que copulavam
primeiro com machos alimentados com proteina durante
os primeiros quatro dias de vida recopularam menos que as
fémeas que tinham copulado, primeiramente, com machos
alimentados sem proteina. Isso demonstra uma vantagem
para a adicdo de proteina na dieta de machos estéreis antes
da sua liberagdo em campo, mesmo quando a sua ingestdo
na fase inicial da vida adulta ndo influencia no sucesso de
copula ou na emissdo de feromonio, tal como observado no
presente trabalho.

Trabalhos de marcacdo e recaptura demonstraram que
machos estéreis podem sobreviver em campo durante
varios dias apds a sua liberagao (Wong et al 1982, Plant
& Cunningham 1991). Sendo assim, pode ser importante
a presenca de proteina na dieta de adultos nos primeiros
quatro dias antes da liberagdo, pois, caso esses machos
ndo consigam buscar por fontes proteicas de alimento no
campo, 0S mesmos teriam maior reserva protéica adquirida
na alimentagdo pré-liberacdo em campo. Tal procedimento
poderia adiar os efeitos negativos da caréncia de proteina,
como os encontrados neste trabalho quando os machos foram
privados desse nutriente por 12 dias.
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