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RESUMO

Sousa, Ester Marques de. Avaliacdo dos parametros morfométricos da asa de
Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824) para deteccdo automética em armadilhas
convencionais e inteligentes. 2023. 67 f. Tese (Doutorado em Sanidade, Seguranca
Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico, Agéncia Paulista de
Tecnologia dos Agronegécios, Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de
Sdo Paulo, S&o Paulo, 2023.

As moscas-das-frutas de importancia econémica, como Ceratitis capitata, causam
bilhdes de dolares em perdas diretas na fruticultura mundial e limitam a exportacdo de
frutas devido as restricbes quarentenarias impostas pelo mercado internacional. A
decisdo sobre quando iniciar o manejo de moscas-das-frutas é baseado no
reconhecimento de danos na cultura e incidéncia desses insetos em armadilhas e
amostras de frutas. Devido a importancia econémica de C. capitata para a fruticultura
mundial, avaliamos a variagdo morfométrica de populacbes de C. capitata para auxiliar
em banco de dados usados em armadilha inteligente com visdo computacional. As
ferramentas de morfometria geométricas foram usadas para comparar as posi¢des
relativas dos marcos nas asas de cinco populagdes de C. capitata do Brasil. Os
resultados mostram diferencas significativas no formato das asas entre machos e
fémeas, indicando dimorfismo sexual. O tamanho e a forma da asa mostraram
particularmente diferengas entre populagcdes mantidas em diferentes dietas larvais,
agrupando em dois grupos, dieta artificial e dieta natural (fruto). Esses resultados
sugerem que os procedimentos morfométricos podem ser usados para fornecer
informagdes importantes sobre a forma da asa do inseto. Esses dados tém o potencial de
serem usadas para reconhecimento da forma do objeto em armadilhas inteligentes com
uso de rastreamento por video. Os sistemas automaticos de monitoramento de insetos
tém o potencial de melhorar substancialmente a eficacia a do monitoramento de moscas-
das-frutas. Nossos resultados apresentam uma alta taxa de precisdo na contagem de dos
insetos e geraram um importante banco de imagens que serd fundamental para

identificagdo a nivel de género por armadilhas inteligentes.

PALAVRAS-CHAVE: Tephritidae; Moscas-das-frutas; morfometria geométrica;
armadilha inteligente; rastreamento por video.
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ABSTRACT

Sousa, Ester Marques de. Evaluation of wing morphometric parameters of
Ceratitis capitata for automatic detection on both conventional and smart

traps. 2023. 67 f. Tese (Doutorado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegaocio) — Instituto Biologico, Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios,
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2023.

Economically important fruit flies, such as Ceratitis capitata, cause billions of dollars in
direct losses in world fruit growing and limit fruit exports due to quarantine restrictions
imposed by the international market. The decision on when to start managing fruit flies
is based on recognizing crop damage and the incidence of these insects in traps and fruit
samples. Due to the economic importance of C. capitata for world fruit growing, we
evaluated the morphometric variation of C. capitata populations to assist in a database
used in a smart trap with computer vision. Geometric morphometry tools were used to
compare the relative positions of landmarks on the wings of five populations of C.
capitata. The results show significant differences in wing shape between males and
females of both populations, indicating sexual dimorphism. The size and shape of the
wing particularly showed differences between populations maintained on different
larval diets, grouping into two groups, artificial diet and natural diet (fruit). These
results suggest that morphometric procedures can be used to provide important
information about insect wing shape. These data are important for object shape
recognition in smart traps using video tracking. Automated insect monitoring systems
have the potential to substantially improve the effectiveness and monitoring of fruit
flies. Our results show a high rate of accuracy in counting insects and generated an
important image bank that will be essential for identification at the genus level by smart
traps.

KEYWORDS: Tephritidae; Fruit flies; geometric morphometric; smart trap; tracking.
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1 INTRODUCAO

As moscas-das-frutas (Tephritidae) de importancia econdémica causam bilhdes
de ddlares em perdas diretas na fruticultura mundial, podendo chegar a 120 milhdes de
ddlares/ano no Brasil, influenciando negativamente a producéo e limitando a exportacéo
de frutas devido as restricbes quarentendrias impostas pelo mercado internacional
(ALMEIDA et al., 2019; ALUJA; MANGAN, 2008; MOSCAMED, 2021; RAGA,
2005). Muitas espécies de tefritideos de importancia econbmica apresentam
caracteristicas que as tornam a mais importante praga da fruticultura. Entre essas
caracteristicas, podemos destacar altas taxas reprodutivas (insetos multivoltinos),
adaptabilidade as condi¢des climaticas e polifagia (WHITE; ELSON-HARRIS, 1994;
BATEMAN, 1972). Geralmente, os tefritideos de importancia econdmica que
apresentam essas caracteristicas sdo responsaveis pelas maiores perdas na producao e
dificultam o manejo.

Os tefritideos depositam 0s ovos no interior do fruto, as larvas eclodem e se
alimentam da polpa. Como resultado, a fruta cai precocemente ou sua qualidade se
degrada (SALLES, 1999; RAGA et al., 1997; SANTOS et al., 2008; LORSCHEITER et
al., 2012). A decisdo sobre quando iniciar o0 manejo de moscas-das-frutas é baseada no
reconhecimento de danos na cultura e incidéncia desses insetos em armadilhas e
amostras de frutas (RAGA; GALDINO, 2017; LOUZEIRO et al., 2021).

Para uma correta tomada de decisdo de controle de moscas-das-frutas €
necessario empregar um sistema de monitoramento populacional, que é uma importante
ferramenta fitossanitaria (LANCE, 2014) e atua como alerta da incidéncia da praga no
pomar. O monitoramento tradicional é feito utilizando-se armadilhas que atraem adultos
com sinais quimicos que se originam de atrativos sexuais ou alimentares (ALUJA et al.,
1989; MALAVASI, 2000; SILVA et al., 2011). A inspecdo visual das armadilhas é
realizada por um operador humano para coleta de insetos, triagem e analise de dados
(ALUJA et al., 1989).

Por sua vez, 0 monitoramento automatizado com uso de armadilhas inteligentes
gera dados diarios ou em tempo real da captura do inseto alvo. Essas informacdes
servem de base para estudos da biologia e comportamento do inseto e como modelos
para prever os riscos de uma infestacédo e sua progressao. Alem disso, auxilia a detectar
0 momento em que a populacdo do inseto praga atinge o nivel de controle e consequente
reducdo do uso de inseticidas (POTAMITIS; RIGAKIS; TATLAS, 2017).
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Alguns modelos de armadilhas automatizadas vém sendo estudadas para
moscas-das-frutas em diferentes regides do mundo, por exemplo: Europa, Chile e
Australia. Nos sistemas propostos a contagem varia conforme o modelo da armadilha,
usando desde sensores opto-eletrénicos para anélise do espectro opto-acustico da batida
de asa, sensores de passagem, até mesmo cameras fotograficas acopladas com painel
fotovoltaico e sensores climaticos (DOITSIDIS et al., 2017; POTAMITIS; RIGAKIS;
TATLAS, 2017; SHAKED et al., 2017).

Aqui propomos a utilizacdo de tracking (rastreamento por video) para uso em
armadilna de monitoramento de moscas-das-frutas. A utilizacdo de sistemas
automaticos de aquisicao de dados baseados em tracking ja é uma realidade para avaliar
a trajetoria de animais e pode ser aplicado no monitoramento de insetos quando
adicionados a armadilhas inteligentes. Para avaliar a movimentacdo do inseto é
importante informar ao algoritmo de rastreamento a aparéncia, forma e tamanho do
objeto (inseto). No nosso caso, o conhecimento da forma do inseto pode ser obtida por
meio de analise de morfometria geométrica.

Com a utilizacdo dessa técnica € possivel analisar o tamanho da forma e revelar
padrdes bioldgicos relacionados a herdabilidade e sensibilidade ambiental
(KLINGENBERG, 2010), ou seja, almeja ndo somente quantificar as formas bioldgicas,
mas também analisar as causas que levam as diferencas de forma (MONTEIRO; REIS,
1999). Além disso, a morfometria geométrica é considerada uma tecnica rapida e de
baixo custo (ADAMS et al., 2013; KLINGENBERG, 2013) que pode ser implementada
com sucesso na identificacdo e caracterizacdo da diversidade de muitos insetos.

Os trabalhos com resultados sobre a morfometria geométrica de algumas
espécies de Anastrepha sdo promissores (NASCIMENTO, 2000, 2005). No entanto,
tem sido pouco utilizados para estudos com Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824).
Devido a importancia econdmica de C. capitata para a fruticultura mundial,
pretendemos avaliar a variagdo morfométrica de populagdes de C. capitata para auxiliar

em banco de dados usados em armadilha inteligente com visdo computacional.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
Avaliar a variagdo morfométrica de populagdes de Ceratitis capitata para contribuicao
em banco de dados usados em armadilha inteligente com visdo computacional.

2.2 ESPECIFICOS

e Analisar as variacbes morfologicas alares de C. capitata por meio de
morfometria geométrica;

e Verificar se existem diferencas morfométricas alares entre populacdes de C.
capitata mantidas em dieta artificial e dieta natural (fruto);

e Auvaliar as diferengas morfométricas alares entre machos e fémeas de C.
capitata;

e Avaliar as variagdes morfométricas alares em diferentes populagdes e geracdes
de C. capitata mantidas sob mesma dieta artificial;

e Realizar testes de leitura de C. capitata em laboratério utilizando armadilha

McPhail e armadilha com visdo computacional.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFIA

3.1 Ceratitis capitata (Wiedemann, 1824)

A mosca-do-mediterraneo ou medfly (Ceratitis capitata) ¢ nativa da Africa
oriental (DE MEYER et al., 2002). Sua primeira detecgdo pode ter ocorrido na bacia do
Mediterrdneo segundo dados mencionados na segunda metade do século XIX.
Atualmente, C. capitata esta distribuida por todos os continentes (MALAVASI et al.,
2000) e € uma das pragas mais prejudiciais da fruticultura mundial (LIQUIDO et al.,
1991).

Ceratitis capitata € polifaga, estd associada a 350 hospedeiros entre eles
diversos frutos comercialmente importantes (LIQUIDO et al., 1991). E uma espécie
multivoltina, que expressa alta capacidade adaptativa e seu desenvolvimento depende da
area geografica, condicfes climéticas e disponibilidade de plantas hospedeiras (RAGA
etal., 1996; PAPADOPQOULOS et al., 2014).

No Brasil, C. capitata foi relatada pela primeira vez em 1901 (IHERING,
1901) e atualmente esta associada a 115 espeécies frutiferas distribuidas em 31 familias
boténicas, com maior nimero de espécies infestadas em Myrtaceae (25), Rutaceae (20),
Rosaceae (11), Anacardiaceae (7) e Sapotaceae (7) (ZUCCHI; MORAES, 2021).

O ciclo de vida de C. capitata ocorre em trés ambientes: vegetacdo (adultos),
fruto (ovos e larvas) e solo (pupas) (CARVALHO, 2005; SOUZA-FILHO et al., 2003).
Os ovos séo depositados de forma aglomerada logo abaixo do epicarpo do fruto onde
posteriormente eclodem as larvas. As larvas completam trés estagios dentro do fruto
antes de empupar geralmente no solo. O adulto vive de 1 a 2 meses em condigdes
naturais. As fémeas alcancam a maturidade sexual com 3 a 4 dias de idade, iniciando a
oviposicdo entre 7 e 9 dias, produzindo entre 300 e 400 ovos (NUNEZ-BUENO, 1987)
(Figura 1).

Ovos (2-4 dias

Figura 1- Ciclo de vida de Ceratitis capitata (temperatura 25 + 1 °C/umidade relativa 70 + 10%). Barra
igual a 1 mm.
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As populagdes podem ocorrer o ano inteiro devido a sucessdo hospedeira
(RAGA et al., 2002; MONTES, et al., 2011). As fémeas possuem a capacidade de
discriminar, com pistas visuais e quimicas, e depositar 0os ovos em hospedeiros
filogeneticamente distantes (PAPADOPOULOQOS et al., 2014). A selecdo de um bom
hospedeiro assegura a sobrevivéncia de uma prole reprodutivamente competitiva, fator
gue garante o sucesso reprodutivo da espécie (WETZEL; STRONG, 2015; WETZEL et
al., 2016; BIRKE; ALUJA, 2017).

3.2. Variagao do tamanho corporal relacionado aos recursos alimentares

As necessidades nutricionais dos insetos variam de acordo com fatores bioticos
(fase de desenvolvimento) e abioticos (temperatura e umidade relativa) (PANIZZI;
PARRA, 2009). A quantidade e a qualidade dos recursos alimentares afetam o
desenvolvimento das fases imatura e adulta (SLANSKY, 1986). Uma deficiéncia na
qualidade alimentar resultard em danos no desempenho do adulto (acasalamento,
dispersdo, baixa fecundidade e fertilidade) e maior tempo de desenvolvimento larval
(CHAPMAN, 1998).

As larvas da maioria das espécies de importancia econdmica de moscas-das-
frutas se desenvolvem apenas dentro dos frutos, portanto a selecdo da planta hospedeira
é¢ um dos pontos principais para o desenvolvimento larval e aptiddo dos adultos
(SINGER, 1986; BIRKE; ALUJA, 2017). As fémeas das moscas-das-frutas selecionam
os recursos de oviposicdo conforme seus héabitos alimentares: monofagas, oligéfagas ou
polifagas. Ceratitis capitata se enquadra no ultimo grupo, que utilizam uma ampla
gama de hospedeiros distribuidos em familias botanicas diferentes (HERNANDEZ-
ORTIZ; ALUJA, 1993).

Dentro do hospedeiro, as larvas podem selecionar por¢des mais adequadas para
seu desenvolvimento, ou seja, sdo capazes de ajustar seu comportamento para
aperfeicoar a ingestdo dos nutrientes. Larvas de C. capitata apresentam melhor
desenvolvimento em porgdes mais maduras dos frutos (FERNANDES-DA-SILVA;
ZUCOLOTO, 1993) que sdao mais ricas em proteina, sélidos sollveis e outros
nutrientes. Em geral, as larvas dependem de compostos primarios como proteinas,

carboidratos, lipidios, vitaminas e sais minerais para se desenvolver.
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Para C. capitata, um hospedeiro que possua boa fonte proteica para as larvas
sdo preferidos, pois as proteinas aumentam o tamanho do individuo e diminuem o
tempo de desenvolvimento imaturo (KASPI et al., 2002). A alimentagdo e a nutricao
larval podem influenciar no peso, tempo de desenvolvimento, sobrevivéncia,
composigdo quimica do corpo e tamanho do adulto. Portanto, adultos que se formaram
de larvas bem alimentadas nutricionalmente apresentam maior capacidade na producéo
de dvulos, habilidade no cruzamento, sobrevivéncia, capacidade de dispersdao e
desenvolvimento de musculos e cuticulas (SLANSKY; SCRIBER, 1985; ZUCOLOTO,
1991; ZUCOLOTO, 2000).

O tamanho final do adulto de C. capitata é importante para seu papel ecoldgico e
potencial como inseto-praga. Individuos maiores sdo mais competitivos no
acasalamento e tém maior capacidade de dispersdo e fertilidade (SHARP et al., 1983;
KRAINACKER et al., 1989). As fémeas de C. capitata mostram ter maior interesse por
machos com asas maiores e simétricas (HUNT et al., 2002). Um macho que possui uma
area de asa maior produz uma vibragdo sonora mais alta, movimento das asas mais
visiveis e mais atraente para as fémeas (CHURCHILL STANLAND et al., 1986), o que
resulta em maior sucesso de acasalamento.

No acasalamento das moscas-das-frutas polifagas como C. capitata, além das
pistas acusticas e visuais (movimento e sons das asas), também sdo emitidos sinais
quimicos (semioquimicos). A constituicdo quimica da dieta € um dos percussores da
sintese de feromonio e dos hidrocarbonetos dos insetos (RUNDLE et al., 2005).

A dispersdo do adulto também estd relacionada com o tamanho corporal. As
populacbes de C. capitata podem apresentar dispersdo de curto a longo alcance
(MEATS; SMALLRIDGE, 2007). Individuos de tamanho maior possuem maior
dispersdo (logo alcance) e podem percorrer uma distancia de pelo menos 50 km
(ISRAELY et al., 2005).

3.2.1 Criacéo de Ceratitis capitata em laboratério

A manutencdo de col6nias de C. capitata em laboratério é importante para o
desenvolvimento de pesquisa béasica e aplicadas, além de estratégias de controle e
erradicagdo. As criagbes podem ser em pequena ou grande escala (criacdo massal)
(Figura 2).
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Figura 2- A) Criacdo massal de Ceratitis capitata (Foto: Adalton Raga); B) Criacao
em pequena escala de C. capitata.

Em geral, as colbnias de insetos em pequena escala ttm como principal objetivo
o0 desenvolvimento de pesquisas, pois é possivel obter uniformidade entre os individuos,
possibilitando a realizacdo de bioensaios gerais, estudo da biologia e comportamento,
taxonomia, etc. Esses insetos podem ser mantidos em meio natural e/ou artificial
(PARRA, 2000, 2009). J& a criagdo massal de insetos possibilita a liberacdo inundativa
de predadores, parasitoides e/ou agentes entomopatogénicos em programas de controle
de pragas, producdo de feromonios, aplicacdo de controle genético e da Técnica do
Inseto Estéril (TIE) (PARRA, 2000, 2009; PARRA et al., 2002). Na criacdo massal, é
fornecida dieta artificial, que possibilita controlar os agentes patogénicos e pode reduzir
custos de producdo (SINGH, 1977; SINGH; MOORE, 1985; PARRA, 2001).

A TIE ¢ a principal ferramenta de muitos programas de controle integrado de
praga ao redor do mundo (DYCK et al., 2005). As premissas basicas dessa técnica sao:
insetos que apresentem reproducdo sexuada, fémeas com cdpula Unica e facilidade de
criacdo massal (PARANHOS et al., 2008). A aplicacdo dessa técnica em programas de
manejo de pragas consiste na criagdo de insetos em grande escala, a esterilizagdo dos
machos e posterior liberacdo na area desejada. Os machos estéreis copulam com as
fémeas selvagens, interrompendo a reproducdo e diminuindo a incidéncia da espécie
alvo (KNIPLING, 1955).

Para moscas-das-frutas a TIE vem sendo usada hd muito tempo por diversos

paises, entre eles Estados Unidos da América, México, Guatemala, Argentina, Chile,
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Peru, Portugal, Tunisia, Tailandia, Africa do Sul e Japo. Essa técnica ja foi usada com
sucesso em programas de controle de espécies como C. capitata, Bactrocera cucurbitae
(Coquillett), Anastrepha ludens (Loew) e A. obliqua (Macquart) (HENDRICHS et al.,
2002; MALAVASI; NASCIMENTO, 2003). Além de ser usada em programas de
erradicacdo e supressao de pragas, a TIE auxilia a prevenir perdas em programas de
exportacdo com estratégias de prevencdo, contencdo e exclusdo de espécies pragas
(IMPERATO; RAGA, 2015).

No Brasil, a TIE foi adotada em 2005 com a instalagdo da biofabrica Moscamed
Brasil localizada no Municipio Juazeiro - Bahia, com o objetivo de suprimir a
populacdo de C. capitata nos polos de fruticultura do Vale do Sdo Francisco. A
linhagem mutante Viena 8 foi importada da International Atomic Energy Agency
(IAEA/FAO) da Austria, passou por diversas pesquisas de compatibilidade sexual até se
iniciar a producdo massal e a liberagdo inundativa nos pomares da regido do Vale do
Sé&o Francisco (PARANHOS et al., 2008).

A expansao do uso desta técnica tem comprovado sucesso em proteger areas de
fruticultura contra a infestacdo de moscas-das-frutas, no entanto, o sucesso depende do
desempenho do macho estéril, que deve apresentar boa capacidade de dispersdo,
sobrevivéncia e desempenho sexual, em relagcdo aos machos selvagens. Uma forma de
melhorar a eficiéncia é aumentar em até 100 vezes a quantidade de moscas liberadas em
relacdo a populacdo selvagem de campo, pois aumenta a possibilidade das fémeas
copularem com os machos estéreis (KNIPLING, 1955).

Além disso, a qualidade dos individuos produzidos em larga escala deve ser
constantemente estudada, visto que os insetos podem se tornar menos competitivos em
meio artificial ao longo das geracGes. Para o processo de criacdo massiva 0s estudos
devem ser referentes, principalmente, a biologia (comportamento) e a nutricdo (dieta
artificial), para obter qualidade e eficiéncia. A formulacdo de uma nova dieta artificial
pode influenciar positiva ou negativamente na qualidade do adulto, aumentando a
qualidade o gerando morte na colénia. Portanto, qualquer alteracdo em uma criacdo
massal pode gerar impacto no programa de controle e/ou erradicacao de pragas com uso
da TIE.
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3.3 Monitoramento populacional de moscas-das-frutas

O sucesso de programas de manejo, controle e/ou erradicacdo de pragas baseia-
se tanto na deteccdo precoce dos insetos-praga quanto no monitoramento conduzido em
campo. O monitoramento populacional das moscas-das-frutas é realizado por meio da
instalacdo de armadilhas contendo atrativos alimentares e/ou sexual em pontos
estratégicos dos pomares, permitindo identificar a presenca ou auséncia e a incidéncia
da mosca no local (SOUZA FILHO, 1999). Além disso, é possivel determinar 0s
indices de infestacdo (pupas/fruta e pupas/kg), analisar a flutuacdo populacional,
detectar espécies exoticas ou quarentenarias e caracterizar a populacdo das moscas-das-
frutas do ponto de vista quantitativo e qualitativo (NASCIMENTO et al., 2000;
CARVALHO, 2005; RAGA, 2005).

A eficacia do monitoramento de adultos de moscas-das-frutas depende da
qualidade do atrativo alimentar ou sexual, do tipo de armadilha empregado e de sua
localizacdo em campo (ALUJA et al., 1989). No monitoramento em larga escala,
utilizam-se armadilhas tipo McPhail com atrativo alimentar, para captura de espécies de
Anastrepha e C. capitata e armadilhas tipo Jackson com paraferoménios Trimedlure
que atrai exclusivamente macho de C. capitata (NASCIMENTO et al., 2000; GOULD;
RAGA, 2002; SILVA et al., 2011) (Figura 3). A inspecdo manual e reposicdo do
atrativo alimentar devem ser feitas entre 7-15 dias nas armadilhas McPhail e a troca do
paraferomonio na armadilha Jackson deve ser feita entre 30-45 dias, mas isso
dependendo das condigdes do ambiente (temperatura e umidade relativa) (RAGA,
2005).

Figura 3- Armadilhas usadas para monitoramento convencional de moscas-das-frutas.
A) Armadilha McPhail; B) Armadilha Jackson. (Fotos: Miguel F. Souza-Filho)
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Com os dados coletados nas armadilhas se calcula o indice de moscas por
armadilhas por dia (Moscas/Armadilha/Dia = MAD), dividindo-se o nimero total de
moscas do mesmo género pelo niumero de armadilhas instaladas e pelo nimero de dias
que ficou em exposicdo em campo. Quando a captura de C. capitata for maior ou se
igualar a dois na armadilha Jackson ou entre um e dois adultos de Anastrepha spp. e/ou
C. capitata na armadilha McPhail, é recomendado iniciar os métodos de manejo para
diminuir a incidéncia do inseto.

Em geral, 0 método para coleta dos dados das armadilhas consiste em repetidas
idas ao campo onde a observacao visual das armadilhas é realizada por um operador
humano (ALUJA et al., 1989). Esse método tradicional de monitoramento € intensivo
em méao de obra e, portanto, dispendioso, considerando a frequéncia de monitoramento
necessario e o tamanho da area monitorada.

Para garantir o sucesso dos programas fitossanitario, normalmente, é necessario
instalar um grande nimero de armadilhas em grandes areas cultivadas, o que aumenta
custo associado as visitas periodicas e utilizacdo de produtos e equipamentos. O Sistema
Nacional de Deteccdo de Moscas-das-Frutas do Chile, por exemplo, para manter o
status de area livre de moscas-das-frutas mantém cerca de 14.500 armadilhas cobrindo
as principais areas produtoras e de risco do pais, enquanto, no sul do México e norte da
Guatemala tém mais de 30000 armadilhas distribuidas para monitoramento de C.
capitata (JANG et al., 2014).

3.3.1 Monitoramento automatizado de moscas-das-frutas

O método tradicional de monitoramento de moscas-das-frutas esta diretamente
ligado a fatores faliveis como (I) dependéncia de méo de obra treinada. A interrupcao
do monitoramento pela falta de médo de obra treinada e de qualidade é rotineira quando
levamos em considera¢do um longo periodo de tempo e o tamanho da &rea monitorada.
Esse processo remete a falta de credibilidade nos dados coletados; (I) interacdo
negativa dos fatores climaticos. Os fatores climaticos podem interferir negativamente no
monitoramento, atuando a deterioracdo dos espécimes coletados e impedindo ou
interrompendo a inspecdo das armadilhas; (I11) a dindmica da densidade populacional

das moscas-das-frutas no campo néo pode ser monitorada com precisdo, uma vez que 0
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indice MAD ¢ obtido por meio de uma média semanal; (IV) impossibilidade de associar
qual o momento de maior captura/atratividade, informacdo crucial para escolha do
controle adequado; (V) demora no resultado.

O desenvolvimento de armadilhas inteligentes para 0 monitoramento
automatizado, portanto, poderia aumentar a eficacia desses programas e reduzir custos.
Alguns modelos de armadilhas automatizadas vém sendo estudadas para moscas-das-
frutas em diferentes regides do mundo. Shaked et al. (2017) testaram dois modelos de
armadilhas eletrénicas para C. capitata. Bactrocera oleae (Rossi), Dacus ciliatus Loew
e Rhagoletis cerasi (L.) em pomares da Italia, Grécia e Israel. Eles usaram armadilha do
tipo Jackson para C. capitata e B. oleae e projetaram outra armadilha usando piso
adesivo amarelo para D. ciliatus e R. cerasi, ambas usam sistemas oOpticos e eletrdnicos
para obtencdo da imagem e contagem dos insetos.

Potamitis et al. (2017) desenvolveram uma armadilha para deteccéo de B. oleae
baseada em sensores que detectam diferencas na transmissdo de luz resultantes da
entrada de insetos na armadilha. Com este sistema, foi possivel distinguir moscas-das-
frutas de outros insetos com 91% de precisdo, mas ndo entre espécies de moscas-das-
frutas. Deqin et al. (2016) construiram um sistema de rastreamento e contagem de B.
dorsalis (Hendel) baseado em visdo computacional para conhecer 0 comportamento da

espécie no pomar. Esse sistema obteve precisao de mais de 98%.

3.3.2 Visdo Computacional

A visdo humana é construida pelo cérebro. Os olhos funcionam como 6rgaos de
conversdo de estimulo luminoso em sinais elétricos, os quais sdo levados ao cortex
occipital através dos nervos e vias opticas. No cortex, os impulsos sdo decodificados na
forma de uma impressdo visual (SOUSA, 1997). Nos sistemas computacionais, a
ciéncia responsavel por estudar a visdo das maquinas € a chamada Visdo Computacional
(BALLARD, 1982).

A visdo computacional fornece a um computador informacdes de uma imagem
capturada por cameras de video. Estas informacdes permitem & méaquina enxergar o
meio a sua volta, manipular e decodificar sobre os objetos que compdem uma imagem,
além de executar tarefas inteligentes, simulando e aproximando-se da inteligéncia
humana (BALLARD, 1982; MILANO; HONORATO, 2014).
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Uma das areas mais recentes da visdo computacional é o tracking (rastreamento
por video). O interesse no rastreamento de objetos aumentou nos Gltimos anos com a
disponibilidade de cameras de video de alta qualidade e baixo custo. Existem trés etapas
principais na anélise de video: (I) detec¢do do objeto em movimento, (I1) rastreamento
de tais objetos de quadro a quadro e (I11) analise de rastros de objetos para reconhecer
seu comportamento (YILMAZ; JAVED; SHAH, 2006). No entanto, rastrear objetos em
movimento com base no fluxo de video ainda € um grande desafio.

A utilizacdo de sistemas automaticos de aquisicdo de dados baseados em
tracking ja é uma realidade para avaliar a trajetoria de animais e pode ser aplicado no
monitoramento de insetos quando adicionados a armadilhas inteligentes. Para avaliar a
movimentacdo do inseto é importante informar ao algoritmo de rastreamento a
aparéncia do objeto (no nosso, um inseto), forma e tamanho (HUSSAINI et al., 2009).
O conhecimento da forma do inseto pode ser obtido por meio de analise de morfometria
geométrica. Para moscas-das-frutas, estudos baseados em visdo computacional e

rastreamento por video ja foram realizados para B. dorsalis (DEQIN et al., 2016).

3.4 Morfometria geométrica

O termo morfometria, medida (metron) da forma (morphe), foi proposto em
1965 como um estudo da forma e tamanho dos organismos, analisados de forma
guantitativa (MONTEIRO; REIS, 1999). Em 1993, o conceito de morfometria foi
revisado por Rohlf e Marcus que definiram uma metodologia para estudos estatisticos
da variacdo da forma dos organismos e da covariagdo da forma com causas intrinsecas e
extrinsecas, ou seja, relacionando Biologia, Estatistica e Geometria (ROHLF;
MARCUS, 1993; MONTEIRO et al., 2000).

Esse periodo ficou conhecido como “a revolugdo na morfometria”. Uma nova
abordagem, agora conhecida como morfometria geométrica considera que as
coordenadas cartesianas sdo mais Uteis que as medidas tradicionais e apresentam maior
robustez estatistica. Os dados sao registrados a partir de marcos anatémicos homdélogos
(coordenadas cartesianas) para capturar a geometria do organismo estudado, o que
permite perceber, estatisticamente, onde as mudangas na forma estdo acontecendo
(ROHLF; MARCUS, 1993). Os marcos anatdmicos sdo pontos de correspondéncia em
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cada organismo que coincidem entre e dentro da populacdo (DRYDEN; MARDIA,
1998).

Uma das grandes vantagens da morfometria geométrica € o baixo custo e a
capacidade de fornecer informacgdes sobre variabilidade fenotipica e estrutura
populacional (ADAMS et al., 2013; KLINGENBERG, 2013). Com a utilizagcdo dessa
técnica é possivel analisar o tamanho e forma e revelar padrdes biologicos relacionados
a herdabilidade e a sensibilidade ambiental (KLINGENBERG, 2010).

Diferentemente da morfometria tradicional, a morfometria geométrica utiliza
ferramentas de imagens para aquisicdo das coordenadas dos marcos anatdmicos e
computadores para analise dos dados (ZELDITCH et al., 2004). Isso permite a
exploracdo e visualizacdo de grandes conjuntos de dados de alta dimenséo, juntamente
com testes estatisticos exatos baseados em procedimentos de reamostragem
(MITTEROECKER; GUNZ, 2009).

Apesar da ampla utilizacdo para estudos de insetos, a morfometria geométrica
tem sido pouco utilizada para estudos com C. capitata. Souza et al. (2015) realizaram
um estudo para entender o0 sucesso de acasalamento e as mudancas associadas na forma
das asas em machos estéreis e selvagens. Pieterse et al. (2017), estudaram a influéncia
de diferentes hospedeiros na forma da asa de C. capitata. O estudo mais atual, sobre
morfometria geométrica com C. capitata, investiga a relacdo entre a variacdo
morfologica em populagdes da mosca em diferentes sistemas agroecoldgicos (diferentes

agroecossistemas climéticos e edaficos) na Croécia (LEMIC et al., 2020).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Populagdes de Ceratitis capitata

Foram estudadas quatro populagdes de C. capitata criadas em laboratério (Tabela 1-
3) e uma populacao selvagem. As populacdes de laboratério foram obtidas de col6nias

de diferentes laboratorios do Brasil e criadas em diferentes tipos de dieta larval.

I- Laboratério de Entomologia Econémica- Instituto Bioldgico-SP (LEE)

Tabela 1. Ingredientes utilizados para o preparo da dieta artificial visando o
desenvolvimento larval de Ceratitis capitata no Laboratério de Entomologia Econdmica
do Instituto Biologico, Campinas, SP.

Ingredientes Quantidade
Cenoura liofilizada (g) 50
Levedo de cerveja (g) 40
Acucar mascavo (g) 160
Leite em po (g) 50
Nipagin () 2,5
Acido benzoico (mL) 400
Acido cloridrico (mL) 20
Bagacilho de cana-de-acucar (g) 125

I1- Laboratdrio da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS (EBR)

Tabela 2- Ingredientes utilizados para o preparo da dieta artificial visando o
desenvolvimento larval de Ceratitis capitata na Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
RS (NAVA et al., 2019).

Ingredientes Quantidade
Levedura de cerveja (g) 90
Acucar refinado (g) 90
Agar (g) 45
Benzoato de sddio (g) 1,5
Nipagin (mL) 12
Acido cloridrico 37% (mL) 10
Agua destilada (mL) 1000

Gérmen de trigo (g) 90
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I11- Biofabrica Moscamed Brasil, linhagem Viena 8 (TSL)

Tabela 3- Ingredientes utilizados para o preparo da dieta artificial visando o
desenvolvimento larval de Ceratitis capitata na Biofabrica Moscamed Brasil em
Petrolina-PE.

Ingredientes Quantidade
Farinha de soja (g) 82,4
Levedura (Q) 82,4
Acucar cristal (g) 82,4
Nipagin () 2,4
Agua (mL) 800
Acido citrico (g) 20
Benzoato de sddio (g) 2
Bagacilho de cana-de-agucar (g) 134

IVV-Laboratério de Estudos Evolutivos de Moscas-das-frutas - USP

Para os individuos dessa colénia séo fornecidas goiabas como meio de oviposicao e
desenvolvimento larval. Os frutos fornecidos as moscas sdo transferidos para potes
contendo vermiculita e apds 15 dias sdo peneirados para retirada das pupas, as quais sao

colocadas em uma nova gaiola para emergéncia.

V- Populacéo selvagem (CAF)

Essa populacéo foi obtida de frutos de café (Coffea arabica) cultivados na APTA —
Leste (Polo Regional de Desenvolvimento Tecnoldgico dos Agronegocios do Leste
Paulista) localizado no municipio de Monte Alegre do Sul (22° 4° 41”S; 46° 461
18”W). Os frutos coletados foram levados para o laboratério e acondicionados em caixa
plastica contendo vermiculita. Apds 10 dias foi realizada a peneiracdo para retirada das
pupas. As pupas foram transferidas para gaiola para aguardar a emergéncia. Os adultos
foram mantidos na gaiola até a coloracdo total das asas. ApoOs esse periodo foram

separados por sexo e armazenados em alcool 70%.

4.2 Morfometria geométrica das asas de Ceratitis capitata

4.2.1 Preparacdo das laminas
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Entre trés e cinco dias apds a emergéncia foram separados 60 individuos de cada
populacdo (30 machos e 30 fémeas) para montagem das laminas. Os demais adultos
foram mantidos nas gaiolas para recuperacdo de ovos. Os adultos coletados foram
fixados em alcool 70%.

Com auxilio de pingcas foram removidas as asas esquerdas de cada individuo, as
quais passaram por desidratacdo alcodlica durante 30 minutos. Apds esse periodo as
asas foram imersas em 6leo de cravo por 15 minutos e seguiram para a preparacdo
permanente. As asas foram colocadas sobre uma gota de Balsamo do Canada e cobertas
com laminula (20 mm x 20 mm). As laminas foram levadas para estufa a 35° C até a
secagem completa. Apos a secagem todas as asas foram fotografadas (Figura 4 A e B)
com camera Quick Start (software Capture 2.0.exe) acoplada a microscopio

esteroscopio Zeiss— Stemi 2000-C.

4.2.2 Morfometria geométrica

Foram usadas imagens das asas esquerdas de 1200 individuos (machos e fémeas)
(Tabela 4). Usando o software TpsUtil versdo 1.64 foi gerado um arquivo para analise
de imagens. Posteriormente, o software tpsDig versao 2.22 foi usado para marcar 14
landmarks nas imagens, descritos em Lemic et al. (2020) (Figura 5 e Tabela 5). As
intersecdes foram ligadas pelo método de Procrustes e as deformacdes relativas, parciais

e o centroid size foram obtidos pelo software tpsRelw verséo 1.46.

Tabela 4- Nimero de imagens das asas de cinco popula¢@es de C. capitata utilizadas
para analise de morfometria geometrica.

POPULACAO N°de — \rachos Femeas  Total
geracdes

I-Lab. Entomologia Econdmica- 1B 6 180 180 360
Il — Lab. Embrapa Clima Temperado 6 180 180 360
I11-Lab. MOSCAMED 6 180 180 360
IV- Lab. Estudos Evolutivos de
Moscas-das-frutas — USP 1 30 30 60
V- Selvagem (Café) 1 30 30 60

Total de imagens 1200
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Figura 4 A- Asas esquerda das fémeas usadas para preparacéo das ldminas de cada populagéo e suas geracOes (Barra igual a

1mm).
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Figura 4 B- Asas esquerda dos machos usados para preparacgdo das Idaminas de cada populagéo e suas geracOes (Barra igual a 1mm).
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O software Past versdo 4.03 foi usado para descrever a variagdo na forma das
asas usando a Anélise de Componente Principal (APC). Também foram obtidos os
valores dos centroids size, porcentagem de variancia e as elipses representando as
populacdes. Para avaliar os padrdes relacionados as dietas larvais, geragdes e sexo entre
as populagdes foi feita a andlise de Funcdo Discriminante (FD). Wireframe foram

gerados para visualizar onde as variagGes ocorrem.

Figura 5- Landmarks usados nas asas de C. capitata (softwere tpsDig).

Tabela 5- Descricdo dos marcos anatbmicos usados nas asas de cinco populacgdes de C.
capitata.

MARCOS ~
ANATOMICOS DESCRICAO

Interseccdo das nervuras costal e umeral
Interseccdo juncédo da veia Ry e veia costal
Terminagdo da veia Ry+3

Terminacgdo da veia Ry+s

Terminacdo da veia M

Interseccdo da veia M e dm-cu
Interseccao da veia CuAl e dm-cu
Interseccdo da veia Rgis € r-m
Interseccdo da veia M e r-m

Interseccdo da veia M e dm-bm
Interseccdo da veia CuAl e dm-bm
Interseccdo de CuAl e CuA2
Interseccdo das veias Al e CuA2

N el
SR EBowo~vourwrr
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14 Terminagdo da veia Al e Cu2

4.2.3 Variacdo morfométrica associada a mudanca na dieta larval

Para avalia se a dieta larval tem influéncia no tamanho e forma das asas de C.
capitata foram utilizadas as populagdes I, Il e Ill e a dieta da colonia I. Os adultos
(parentais) foram mantidos em gaiolas (50x30x30cm) com lateral em tecido voil para
possibilitar a oviposicdo e alimentados com dieta artificial (RAGA; VIEIRA, 2015;
RAGA et al., 2018) e agua sob condigdes controladas de temperatura (25 + 1 °C),
umidade relativa (70 + 10%) e fotoperiodo (12h dia/noite). Ao lado de cada gaiola
foram mantidas bandejas (30 x 18 x 3 cm) contendo &gua para recuperacdo dos ovos.
Os ovos recuperados ap6s 24 horas foram inoculados na dieta artificial. Apos a
emergéncia, os adultos (F1) foram transferidos para gaiolas e esse processo se repetiu

até a quinta geracdo (F5).

4. 3 Armadilha automatizada

A armadilha proposta consiste na automacdo de uma armadilha do tipo McPhail
utilizando Visdo Computacional. As modificagbes ndo alteram o design original ja
consolidado para coleta dos insetos. Todas as alteracGes internas foram testadas para
avaliar se ocorreria reducéo da captura dos insetos.

Foi proposto a utilizacdo de cameras de video em pontos diferentes da armadilha
para testar a melhor area de visualizagdo das moscas. No primeiro modelo (Figura 6A)
foi introduzido de um funil de acrilico (9x8 cm) ligando a borda amarela a porcdo de
entrada das moscas na armadilha. Esse funil foi inserido para acoplar a camera (Genius
FaceCam 320X) e aumentar a area de alcance da lente, mantendo um foco adequado e
protegendo-a do atrativo alimentar (liquido). No segundo modelo (Figura 6B), o acrilico
foi dispensado, pois a parte externa da camera (Husky ) ja servia como prote¢do. A
camera foi inseria diretamente no funil invertido da armadilha, diminuido a area de
foco. Por se tratar de um prot6tipo, a alimentacdo das cdmeras sdo feita via USB. Nos
dois casos, foi necessario reduzir a area de entrada dos insetos na armadilha, para
garantir que 0s mesmos passassem na area ideal para contagem. A area de entrada da

armadilha passou a ser de 0,6 cm x 5,1 cm.



36

Uma segunda modificacdo foi na parte superior da armadilha, a qual foi pintada
com tinta spray na cor prata. A alteracdo da cor foi necessaria para impedir a variacdo
da luz externa, pois a variacdo da luz pode ser identificada erroneamente como
movimento. Isso foi pensado para que a armadilha pudesse operar durante o dia e a
noite (a operacdo a noite é para manter a cdmera ligada) e gerar resultados confiaveis
sobre o pico de coleta dos insetos. Para suprir a necessidade de luz pela camera, foram
inseridos LEDs na parte superior interna (para o primeiro modelo) e/ou no funil
invertido da armadilha (no segundo modelo), os quais foram ligados juntamente com o0s

fios da camera e alimentados via USB (Figura 6A e B).

Figura 6A- ModificacBes na armadilha McPhail para contagem automatica de moscas-das-
frutas (Modelo 1).

Camera

Figura 6B- Modifica¢fes na armadilha McPhail para contagem automatica de moscas-das-
frutas (Modelo 2).
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4.3.1 Programacao

A programacdo do sistema de contagem automatico das moscas-das-frutas na
armadilha foi desenvolvida em linguagem Python, o método Background Subtraction
disponivel na biblioteca OpenCV (Algoritmo: KNN Background Subtraction). Esse
método é usado para melhorar a imagem e evitar erro de contagem em caso de
sobreposicdo das moscas. Para ndo ocorrer erro de contagem ou dualidade (contar a
mesma mosca mais de uma vez) foram programadas trés linhas de passagem na area da
lente da camera (Figura 7). Na primeira linha considera-se que o inseto ainda pode sair
da armadilha, portanto 0 movimento é detectado, mas ndo é fotografado. Passando da
segunda linha a foto é tirada e enviada para um banco de imagens, onde serdo tratadas.
Passando da terceira linha € provavel que o inseto ndo faca 0 movimento de saida da
armadilha, entdo e realizada a contagem. Se a mosca sair da armadilha o programa
subtrai do valor total de individuos capturados. A programacao foi a mesma para o0s dois
modelos. Em uma segunda etapa, foi testada a programacdo para identificacdo das
moscas-das-frutas em nivel de género e a alimentacao sem fio.

Figura 7- Linhas programadas para detectar o0 movimento das moscas-das frutas,
contar e fotografar.
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4.3.2 Testes de validacdo da armadilha para contagem dos insetos

A validacdo da armadilha foi dividida em duas etapas: I- avaliagdo das
modificagbes internas e |I- avaliacdo do sistema de contagem. Para avaliar se as
modificacBes internas afetam a atratividade dos insetos a armadilha modificada foi
comparada com uma armadilha tradicional. Em cada armadilha foi inserido o atrativo
alimentar Ceratrap e em seguida penduradas em gaioldo de laboratério (Figura 8). O
gaioldo apresenta formato cubico, estrutura de aluminio com paredes de tela antiafideo e
dimensdes de 1x1x1m (1 m®), exceto a base constituida completamente de acrilico, sob
condigdes de temperatura de 25 £ 2 °C, umidade de 70 + 10% e fotoperiodo de 12h
dia/noite. Posteriormente, foram liberadas 100 adultos de C. capitata em cada gaiolao,
simultaneamente. Os insetos capturados em cada armadilha foram contados
manualmente apos 48 horas, tempo estimado para que todas as moscas entrassem na

armadilha.

__Armadilha onvencional

= |

‘ Armadilha modificada
o ;A / 5 ,\r o I , = —

ANE

=

Figura 8- Teste de validacdo das modificacdes internas da armadilha.

A segunda avaliacdo foi realizada para validar o sistema de contagem dos
insetos. A armadilha foi pendurada a cima de uma gaiola de plastico (14x13 x13cm),
onde foram liberadas 100 adultos de C. capitata com idade entre 5 e 7 dias. A gaiola foi
escurecida para que os insetos seguissem em direcdo a luz dos LEDs da armadilha
direto pelo tanel da armadilha voando ou caminhando pela borda do funil da armadilha

(Figura 9). O processo de contagem foi realizado pelo sistema descrito no item 4.3.1.
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Para confirmagédo, todos os insetos foram contados manualmente ao final do
experimento. Todo o procedimento foi repetido por cinco vezes, com duracdo de cinco
horas para cada repeticdo. A repeticdo € necessaria para o treinamento do sistema e
formacgéo de um banco de imagens (Figura 10). A precisdo do sistema foi definida como
a média das contagens manual (CM) sobre a média das contagens automaticas (CA)

(contagem realizada pelo sistema) e multiplicadas por 100, conforme equacéo abaixo:

Figura 9- Teste de validacdo do sistema de contagem das mosca-das-frutas

Figura 10- Banco de imagem formado pelo sistema automatizado da armadilha McPhail.
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5 RESULTADOS

5.1 Morfometria geométrica

5.1.1 Anélise comparativa entre os parentais

O conjunto total das variaveis morfoldgicas das asas dos parentais das 5 (cinco)
populacbes estudadas resultaram em 24 deformacBes relativas extraidas dos 14
landmarks (Figura 11). Os primeiros cinco Componentes Principais (deformagdes
relativas) explicam mais de 80% da variagdo da forma. Nota-se que os CP1 e CP2
representam a maior fracdo da variancia, explicando 58,49% e 8,93% da variacdo de
forma, respectivamente. Esses componentes foram considerados para as analises

subsequentes.
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Figura 11- Distribuicdo dos componentes principais em relacdo a porcentagem de
variacdo para as 5 populacdes (parentais).

O grafico dos dois primeiros Componentes Principais (CP) tende a separar 0s
machos das fémeas (Figura 12). As mudancas de forma observadas no primeiro CP
mostram uma tendéncia de encurtamento das ligacGes entre os pontos 2-3, 3-4, e 4-5 e
um alargamento das ligacGes entre os pontos 1-8, 10-9, 1-10, 10-11 e 11-7 para escores
positivos. Para pontuacdes negativas as principais mudancas ocorrem nas ligacdes 1-8,
10-9, 6-7, 13-14, em ambos ocorreu um encurtamento das ligacbes. Na CP2 para
escores positivos as principais mudancas ocorreram no aumento da distancia entre 0s
pontos 1-8 e 10-9. Para valores negativos ocorre um aumento da ligacdo 4-8 e

encurtamento das liga¢Ges dos pontos 2-3 e 3-4.
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Figura 12- Gréafico de contraste entre CP1 e CP2 para os parentais das populacdes estudadas. O
intervalo de confianca das elipses é de 95% da distribuicéo dos valores.

5.1.2 Analise comparativa entre as dietas larvais dos parentais

A Analise de Componente Principal (ACP) para dietas separou 0S grupos em
dietas artificiais (I, 11 e I1l) para valores positivos maiores e menores e dietas naturais
(IV e V) para valores negativos maiores e menores. Para dietas artificiais a dieta 1l
(EBR) ocupa, praticamente, 0 mesmo morfoespaco das demais, por outro lado, existe
diferenca entre as dietas | (LEE) e I11 (TSL) (Figura 13). Por ndo haver grande diferenca
entre as dietas | e 11, apenas a Il foi considerada para o teste-t dos centroides. A anélise
comparativa entre os centroides size revelou haver diferenca significativa entre as

populacbes mantidas em dietas artificiais e dietas naturais (p<0,05) (Tabela 6).

Tabela 6- Teste-t para centroides size das popula¢Ges mantidas em dietas artificiais (I e
I11) e dietas naturais (IV e V), p<0,05.

Tratamento N° Média Variancia
Dieta artificial 120 19,65 0,0004
Dieta natural 120 19,66 0,0012
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Figura 13- Andlise Discriminante. Plotagem dos dois primeiros eixos indicando os grupos
discriminados.

A matriz de confusdo reclassificou individuos em todas as dietas. A dieta Il
possui 0 maior nimero de individuos reclassificados, principalmente como dietas |
(cinco individuos) e Il (trés individuos) (Tabela 7). O procedimento de Jackknifed foi

aplicado e obteve mais de 84% de correspondéncia.

Tabela 7- Matriz de confuséo (reclassificacdo) para machos e fémeas dos parentais.

I I i v V Total
I 57 2 1 0 0 60
I 5 51 3 0 1 60
i 2 2 53 1 2 60
v 2 3 1 52 2 60
\% 0 1 0 3 56 60
Total 66 59 58 56 61 300

A APC extraiu dois eixos que explicam a separacdo das dietas naturais e
artificiais. O CP1 tem maior peso para dietas artificiais, enquanto o CP2 com maior
peso para dietas naturais (Figura 14). O total de eixos extraidos e a porcentagem que
cada uma explica na separagdo dos grupos sao observados na Tabela 8.
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Figura 14- Peso dos Componentes Principais na separacdo das dietas natural e artificias.

Tabela 8- Quantidade de eixos extraidos e a sua porcentagem na separa¢ao dos grupos.

Eixo Valor %

1 3,1456 50,25
2 1,6266 25,98
3 0,83825 13,39
4 0,64999 10,38

5.1.3 Anélise comparativa entre os machos e fémeas dos parentais

Para machos e fémeas a forma alar foi analisada pela Funcdo Discriminante,
revelando a existéncia de dois grupos, mostrando haver diferenca entre 0s sexos
(dimorfismo sexual) (Figura 15). A matriz de confusdo reclassificou apenas cinco
individuos (1 fémea e 4 machos) (Tabela 9). O procedimento de Jackknifed foi aplicado

e obteve mais de 98%, o que indica robustez dos dados.
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Figura 15- Distribuigio de frequéncia de machos e fémeas
de acordo com os dados da Funcdo Discriminante para 0s
parentais.
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Figura 16- Grafico de contraste entre CP1 e CP2 para machos (M) e fémeas (F).

intervalo de confianca das elipses é de 95% da distribuicdo dos valores.

A Anélise de Componentes Principais para o sexo corroborou com o resultado

da Funcdo Discriminante, indicando variacdo entre machos e fémeas, com maior

distribuicdo de individuos no eixo do CP1 (Figura 16). A partir desses dados, a forma da

asa pode ser observada pela comparacgéo do recurso de visualizagéo wireframe para cada

populacdo, mostrando as diferencas entre machos e fémeas (Figura 17).
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Figura 17- Wireframe da forma da asa de machos (linha preta) e fémeas (linha cinza).

Também foi feito um wireframe para observar a diferenca entre machos e
fémeas da populacdo selvagem e da populacdo de inseto estéril (TSL) (Figura 18). O
tamanho das asas das fémeas ndo difere entre as populac6es, porém a asa da populacédo

selvagem é mais larga. Ja, os machos selvagens possuem asas mais curtas e estreitas.
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Figura 18- Wireframe mostrando a diferenca entre fémeas (A) e machos (B) da
populacédo selvagem (linha clara) e populacéo de inseto estéril - TSL (linhas pretas).

5.1.4 Analise comparativa entre 0s parentais e suas geracoes

Apenas trés populacdes foram replicadas, para comparar 0s parentais e as
geracOes. Foram estas: I- LEE; 11- EBR e Il1- TSL. Para essas trés populacdes, a analise
também resultou em 24 deformacdes relativas extraidas dos marcos anatdmicos. (Figura
19). Nota-se que o CP1 representa a maior fracdo da variancia explicando, sozinho,
61,72% da variacdo de forma. Os primeiros 11 CP explicam quase 90% da variagéo da
forma (Tabela 10).
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Figura 19- Distribuicdo dos componentes principais em relacdo & porcentagem de
variacao para as 5 populacdes (parentais).
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5.1.5 Andlise comparativa entre as dietas larvais dos parentais e suas geragdes

A ACP foi realizada para cada populacdo individualmente, para ver em qual
geracdo a deformacdo deixava de acontecer. Como a dieta usada para replicar as
populacOes foi a dieta I, na ACP para a populacdo LEE os grupos ocupam o mesmo
morfoespaco dos parentais ndao ocorrendo variagdo na forma (Figura 20). Para a
populacdo Il (EBR) a andlise separou os individuos em trés grupos: parentais, para
valores negativos no eixo 1, F1 e F2 para valores negativos ndo eixo 2 e F3, F4 e F5
para valores positivos nos dois eixos, ou seja, as deformacBes param de acontecer a
partir da terceira geracdo (Figura 21). Para a populagdo Il (TSL), também houve
separacdo em trés grupos, parentais, F1 e F2-F5, as deformacdes parecem nao ocorrer a
partir da segunda geracéo (Figura 22).
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Figura 20- Gréafico de contraste entre CP1 e CP2 para a populacdo LEE mantida na
dieta artificial I. O intervalo de confianca das elipses € de 95% da distribuicdo dos
valores.
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Figura 21- Grafico de contraste entre CP1 e CP2 para a populagdo EBR mantida na
dieta artificial I. O intervalo de confianca das elipses € de 95% da distribuicdo dos
valores.
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Figura 22- Gréfico de contraste entre CP1 e CP2 para a populagdo TSL mantida na
dieta artificial 1. O intervalo de confianca das elipses € de 95% da distribuicdo dos
valores.

5.1.3 Analise comparativa entre os machos e fémeas dos parentais e suas geracdes

Para machos e fémeas a analise Fungdo Discriminante, revelou a existéncia de
dois grupos para as trés populacdes, mostrando haver diferenca entre os sexos (Figura
23 - 25).
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Figura 23- Distribuicdo de frequéncia de machos
e fémeas de acordo com os dados da Fungéo Dis-
criminante para a populacéo LEE.
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Figura 25-Distribuicdo de frequéncia de machos
e fémeas de acordo com os dados da Funcéo Dis-
criminante para a populacéo TSL.

5.2 Armadilha automatizada
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Figura 24-Distribuicdo de frequéncia de ma-
chos e fémeas de acordo com os dados da
Funcéo Discriminante para a populagdo EBR.

5.2.1 Teste de validagdo das modificagdes internas da armadilha

Apbs 48 horas de exposicdo, 93 espécimes C. capitata foram coletadas na

armadilha convencional (sem modifica¢Ges), cinco moscas morreram e duas ainda ndo

tinham entrado na armadilha. No gaioldo com a armadilha modificada havia seis moscas

mortas, trés vivas e as demais foram capturadas (Tabela 10). Portanto, ndo houve

reducdo de captura pelo estreitamento da area de entrada da armadilha. Algumas moscas

podem morrer durante o experimento pelo estresse na troca de gaiolas.
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Tabela 10- Comparacdo de captura entre armadilhas McPhail tradicional e com
modificac¢Ges no funil de entrada

(0]
Armadilha N moscas N° mortas  Total captura
liberadas
Convencional 100 5 93
Modificada 100 6 91

5.2.2 Validagéo do sistema de contagem

O sistema de rastreamento de movimento detectou com precisdo todas as moscas
que entraram andando lentamente pela borda do acrilico e, também, as moscas que
voaram diretamente para o topo da armadilha. Apesar do sistema proposto no primeiro
modelo ter funcionado, o mesmo apresentou uma alta taxa de erro, por isso a
programacéo foi atualizada e ajustada para o segundo modelo, o qual funcionou com
maior precisdo e os resultados séo apresentados a seguir.

O sistema detectou 348 movimentos de entrada, havendo um erro de contagem
de 20 moscas a mais do total de contagem real, representando apenas 0,16% de erro
(Tabela 11). Esse erro aconteceu quando alguns individuos sairam da armadilha, ou
seja, erro na subtracdo. Nao ocorreu nenhuma subcontagem. Pela andlise de Qui-
Quadrado né&o houve diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05). A preciséo

do sistema corresponde a 90%.

Tabela 11- Captura de moscas-do-mediterraneo em armadilha McPhail automatizada.

Tratamento | 11 I 1Iv Vv  Total Média

Contagem automatica 65 67 72 80 64 348 69,2
Contagem manual 57 61 69 78 59 324 628

Quando mais de uma mosca entrou ao mesmo tempo na armadilha foi possivel
distingui-las, desde que todas estivessem se movimentando (Figura 26). O programa

responsavel por acionar a camera esta funcionando corretamente, enviando as fotos para
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0 banco de imagens e invalidando as fotos das moscas que entraram e sairam da
armadilha em seguida (Figura 27), ou seja, o valor de contagem foi subtraida no banco

de imagens.

Figura 26- Deteccdo de movimento das moscas-do-mediterraneo pelo programa de
rastreamento da armadilha automatizada.

Figura 27- Banco de imagens da armadilha automatizada. Fotos em vermelho foram
invalidadas pelo sistema de contagem automatica.
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6 DISCUSSAO

As analises morfométricas das asas das cinco populacGes de C. capitata foram
distintas quando comparamos 0s insetos mantidos em dieta artificial e dieta natural
(frutos). Portanto, diferentes substratos alimentares proporcionam diferentes condigfes
de desenvolvimento larval e consequentemente geram adultos com conformagao
especifica adequada, porém com alteragdes na morfologia das asas.

A composicdo nutricional dos substratos alimentares utilizados pelas larvas séo
determinantes para 0 sucesso bioldgico dos insetos (COSTA et al., 2011). Sabe-se que
0s aspectos nutricionais do hospedeiro ou dieta larval sdo determinantes no
comportamento de busca de alimento, dispersdo, escolha e aceitacdo de parceiros
sexuais (CHAPMAN, 1998; SLANSK; SCRIBER, 1985; COSTA et al., 2011). Esses
comportamentos estdo relacionados ao desempenho de voo, portanto, 0S recursos
alimentares das larvas podem exercer pressdo seletiva na modelagem das caracteristicas
das asas dos adultos.

A mudanca do substrato de desenvolvimento larval também provocou alteragdes
nas asas de C. capitata. Isso foi observado quando comparamos as asas das moscas
mantidos em coldnias que usavam diferentes substratos de desenvolvimento larval. No
entanto, a medida em que as moscas vindas de diferentes col6nias se adaptaram a nova
dieta artificial (padrdo LEE/IB) as variagfes morformétricas das asas foram reduzindo
até estabilizarem, por volta da quarta geracdo. As mudancas na forma das asas das
moscas podem ser associadas a plasticidade fenotipica, definida como a mudanca na
expressao fenotipica de um gendtipo em resposta a fatores ambientais (DEWITT;
SCHEINER, 2004), no nosso caso, a altera¢do dos recursos alimentares das larvas.

Foi observada a existéncia de dimorfismo sexual alar para todas as populagdes
estudadas. Dimorfismo sexual pode ser definido como uma diferenga fenotipica entre
machos e fémeas de uma mesma espécie e pode ser observado em diferentes estruturas,
como asa (SIOMAVA; WIMMER; POSNIEN, 2016). De maneira geral, nosso estudo
mostrou que as asas dos machos tinham uma tendéncia de ser mais alongadas do que as
asas das fémeas, principalmente em populagdes de laboratério. Em populagao selvagem
foi observado o inverso, quando as asas dos machos foram mais curtas e largas, assim
como observado por Churchill-Stanland et al. (1996).

Alteracbes morfometrias das asas também foram observadas entre machos da

populacdo selvagem (asas menores) e machos da populacdo de insetos estéreis (asas
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maiores). Mudangas na forma da asa de machos estéreis podem torna-los menos
competitivos sexualmente (SHARP et al., 1983) afetando o sucesso do programa de
controle com TIE. Souza et al. (2015) realizaram estudos sobre a performance de
acasalamento e a variagdo morfométrica nas asas de C. capitata. Seus resultados
mostraram que 0 sucesso reprodutivo foi maior para machos selvagens, quando
comparados aos machos estéreis que apresentaram diferencas morfométricas nas asas
(asas maiores).

As asas tém importante papel no comportamento reprodutivo das moscas-das-
frutas, pois integram o conjunto de sinalizagdes sexuais (ALUJA et al., 1999). Dentro
do comportamento sexual, existe uma diferenca na demanda de voo para cada sexo. Os
machos estabelecem os territérios de acasalamento e atraem as fémeas com pistas
visuais, quimicas e sonoras, dessa forma ndo precisam realizar longos voos. Portanto, as
asas mais curtas e largas dos machos evitam que eles gastem energia com Vo0O0S
desnecessarios. Ja as fémeas vao a busca do sitio de oviposicdo, por isso, precisam de
asas mais longas (HENDRICHS et al., 2002; ROY et al., 2019).

Alguns autores afirmam que o comprimento das asas dos machos nao representa,
por si s6, um fator de sele¢do, configurando-se como uma caracteristica associada como
efeito colateral ao comprimento do tdérax. Isso sugere que o tamanho do térax esta
ligado ao sucesso da copula para C. capitata, ou seja, quanto maior o térax do macho
maior é a chance de ser escolhido pela fémea (RODRIGUEIRO et al., 2002). Por outro
lado, diversos autores ndo deixam claro haver uma relagdo positiva entre sucesso de
copula e tamanho do macho (HUNT et al., 1998; NORRY et al., 1999). Aritae &
Kaneshiro (1988) relataram que os adultos recuperados de frutos de café copularam com
mais frequéncia, mesmo tendo o corpo significativamente menor do que os adultos
recuperados de cereja.

E seguro afirmar que um conjunto de fatores sdo responsaveis pelo sucesso da
copula nas moscas-das-frutas, dentre eles as asas exercem importante papel. As asas sdo
responsaveis pela emissao de sinais acusticos com vibragdes ritmicamente direcionadas
da frente para tras e pela amplitude de emissdo de feromonio (RODRIGUERO et al.,
2002; LUX; GAGGL, 1996; SUGAYAMA; MALAVASI 2000). Esses sinais emitidos
pelos machos vao auxiliar a fémea na escolha do parceiro sexual (BURK, 1983).

As alteracbes na morfologia das asas de C. capitata ndo é resposta apenas da
qualidade nutricional da dieta larval, mas resultado de diversas pressdes de fatores

bioticos e abidticos, como temperatura, umidade e luminosidade, manutencdo da
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coldnia, origem dos parentais e relacdo entre mosca e hospedeiro. O nosso estudo
avaliou as alteracbes em asas de varias geracdes de C. capitata selvagens e de
laboratorio mantidas sobre diversas condigdes de temperatura, umidade e substratos
alimentares. Com isso, 0s nossos resultados foram amplos e diversos e forneceram um
banco de dados sobre a forma, tamanho e possiveis alteracfes das asas de C. capitata.
Esse banco de dados é uma importante base para o desenvolvimento de inovagdes
tecnologicas. Por exemplo, as informacGes sobre a forma e tamanho da asa de C.
capitata podem servir como “identidade” do individuo em programas de
reconhecimento por imagem empregados em armadilhas automaticas de monitoramento
populacional, uma vez que alguns algoritimos reconhecem valores de area como
coordenadas para localizacdo de movimento. Os sistemas automaticos de
monitoramento de insetos tém o potencial de melhorar substancialmente a eficacia e a
eficiéncia do monitoramento.

O desenvolvimento de uma armadilha para contagem automatica de moscas-das-
frutas requer analise dos modelos ja existentes para adaptacdo do programa de contagem
dos insetos e/ou desenvolvimento de um novo design. No nosso estudo, adaptamos uma
armadilha do tipo McPhail, por ser um modelo consagrado para 0 monitoramento de
moscas-das-frutas. Alguns autores relataram que manter o conceito convencional da
armadilha e realizar apenas adaptac@es internas é suficiente para um bom resultado de
contagem dos insetos (LOPEZ et al., 2012; POTAMITIS et al., 2014; SELBY et al.,
2014). Para outros, todo o layout da armadilha precisou ser alterado para facilitar a
integracdo de um modulo confidvel de contagem automéatica (GUARNIERI et al., 2011;
JIANG et al., 2008; SHIEH et al., 2011; GOLDSHTEIN et al., 2017).

Alteracbes na forma e nos componentes da armadilha pode ter efeitos adversos
na liberacdo do odor do atrativo ou feromdnio e consequentemente na atratividade do
inseto para a armadilha. Por isso, foi necessario testar a eficiéncia da armadilha
modificada e compara-la com uma armadilha convencional. Nossos resultados
revelaram que a diminuicdo da area de passagem das moscas ndo afetou negativamente
a atratividade de C. capitata em gaioldo de laboratério. Goldshtein et al. (2017)
desenvolveram um novo design de armadilha para C. capitata e relatam que 0 aumento
da abertura aumentou significativamente a eficiéncia de captura da armadilha
desenvolvida, aparentemente devido a melhor liberacdo de feroménio.

A precisao do sistema de contagem da armadilha foi avaliada pelo resultado da

razao entre 0 nimero de moscas contadas manualmente e o numero total de deteccbes
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feita pela armadilha. O nosso sistema apresenta uma precisdo de 90% de acerto,
mostrando uma alta correspondéncia entre as contagens automaticas e manuais. Altas
taxas de precisdo sdo geralmente obtidas em armadilhas baseadas em sensores (LIAO et
al., 2012; SHIEH et al., 2011). Alguns autores obtiveram taxas de precisdo entre 95-
99% (GOLDSHTEIN et al., 2017).

Por se tratar do primeiro protétipo e testes iniciais, os valores morfométricos
ainda ndo foram inseridos no algoritmo, mas sdo promissores para definicdo da area
ocupada pela mosca. Dessa forma, em trabalhos futuros iremos adicionar os dados
morfométricos de C. capitata e de outras espécies de moscas-das-frutas de importancia
econbmica que sdo capturadas em armadilha McPhail, como € o caso de espécies do

género Anastrepha.
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6 CONCLUSOES

e As cinco populacGes de C. capitata apresentam variacdes morfoldgicas alares,
com observacdo clara de separacdo dos grupos pela analise de morfometria

geomeétrica;

e Foi comprovado que existem diferencas morfomeétricas alares entre populagdes

de C. capitata mantidas em dieta artificial e dieta natural (fruto);

e Todas as populacdes apresentam dimorfismo sexual alar;

e As deformacBGes morfométricas podem ser minimizadas quando populacdes e

geracOes de C. capitata sdo mantidas sob mesma dieta larval;

e As informacdes das analises de morfometria geométrica podem ser usadas para

compor banco de dados para uso em armadilhas inteligentes;

e A armadilha automatizada ainda estd em desenvolvimento, mas apresenta

potencial de uso no monitoramento de moscas-das-frutas;

e A armadilha automatizada apresenta uma alta taxa de precisdo na contagem de

moscas-das-frutas.
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APENCIES

Apéndice A- Deformacdes relativas, autovalores e porcentagem da influéncia de cada
deformacéo relativa na variancia.

Deformacoes relativas Valores das deformacdes % de variancia
1 0,50946 58,49%
2 0,19906 8,93%
3 0,15961 5,74%
4 0,13945 4,38%
5 0,12306 3,41%
6 0,09593 2,07%
7 0,09257 1,93%
8 0,08501 1,63%
9 0,08276 1,54%
10 0,08147 1,50%
11 0,07667 1,32%
12 0,07399 1,23%
13 0,06843 1,06%
14 0,06250 0,88%
15 0,06048 0,82%
16 0,05991 0,81%
17 0,05635 0,72%
18 0,05519 0,69%
19 0,05280 0,63%

20 0,04942 0,55%
21 0,04672 0,49%
22 0,04402 0,44%
23 0,04160 0,39%

24 0,03888 0,34%




67

Apéndice B- Deformagdes relativas, autovalores e porcentagem da influéncia de cada
deformacéo relativa na variancia.

Deformaco0es relativas ~ Valores das deformacoes % de variancia
1 0.88356 61.72%
2 0.25839 5.28%
3 0.22829 4.12%
4 0.20801 3.42%
5 0.19893 3.13%
6 0.18916 2.83%
7 0.16692 2.20%
8 0.16026 2.03%
9 0.15579 1.92%
10 0.13648 1.47%
11 0.13576 1.46%
12 0.12734 1.28%
13 0.12086 1.15%
14 0.11559 1.06%
15 0.11145 0.98%
16 0.10735 0.91%
17 0.09996 0.79%
18 0.09736 0.75%
19 0.09543 0.72%

20 0.09328 0.69%
21 0.08529 0.58%
22 0.08340 0.55%
23 0.08035 0.51%

24 0.07602 0.46%




