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RESUMO

MASTRANGELO, T. de A. Esterilizacdo de moscas-das-frutas (Diptera:
Tephritidae) com raios-X para Programas de Técnica do Inseto Estéril. 2009. 91 p.
Dissertacdo (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2009.

O recente medo de atos terroristas provocou um aumento do numero de atrasos e
cancelamentos do transporte de radioisétopos. Isto representa uma verdadeira ameaga
aos projetos de producdo de insetos estéreis ao redor do mundo. Visando validar o uso
de um novo tipo de irradiador de raios-X de baixa energia, foram conduzidos uma série
de estudos de radiobiologia para moscamed, Ceratitis capitata (linhagem tsl-VIENNA
8) (Wied., 1824) (Diptera: Tephritidae), e uma linhagem argentina de Anastrepha
fraterculus (Wied., 1830) (Diptera: Tephritidae), também calculando-se a eficiéncia
bioldgica relativa (RBE) entre raios-X e a tradicional radiaco y de %0Co. Pupas 48-24 h
antes da emergéncia do adulto de machos de moscamed e de ambos 0s sexos de A.
fraterculus foram irradiadas com doses variando de 15 a 120 Gy e 10 a 70 Gy
respectivamente. As doses que induzem 50, 90 e 99% de esterilidade foram estimadas e
a hipotese de paralelismo para as equacOes de Probit foram testadas. Doses de 82,7 Gy
de raios-X e 128,2 Gy de raios y (portanto, uma RBE=1,5) induziram 99% de
esterilidade em machos de moscamed. A fertilidade de fémeas férteis de A. fraterculus
cruzadas com machos irradiados com 41 Gy de raios-X e 62,7 Gy de raios y foi
reduzida em 99% comparando-se com a testemunha (RBE=1,5). A esterilidade de 99%
das fémeas irradiadas de A. fraterculus foi alcangada com 60-80 Gy (RBE~0,7). A
fecundidade e os parametros de controle de qualidade de emergéncia de adultos,
voadoras e sobrevivéncia ndo foram significativamente afetados pelos dois tipos de

radiacdo (RBE~1) tanto para moscamed quanto para A. fraterculus (p>0,01), estando as



médias em conformidade com os valores especificados pela FAO/IAEA/USDA. Apenas
a fecundidade de fémeas irradiadas de A. fraterculus foi severamente reduzida com o
aumento das doses e nenhum ovo foi colocado com 70 Gy de ambas as radiagfes. Nao
houve diferenca significativa entre raios-X e y com relagdo aos indices de acasalamento
(RSI para moscamed, RII, ISI, MRPI e FRPI para A. fraterculus) (p>0,05), o que
indicou casualidade na formacéo dos casais entre insetos férteis e estéreis. Os resultados
demonstraram que ndo ha diferenca significativa na eficiéncia bioldgica entre os dois
tipos de radiacdo dentro da faixa usual de doses aplicada na producdo de insetos
estéreis. Uma nova geracao de irradiadores de raios-X pode atender agora 0s programas

de controle de pragas dos paises-membros da ONU.

Palavras-chave: Ceratitis capitata, Anastrepha fraterculus, raios-X, radiacdo gama,
irradiacao.



ABSTRACT

MASTRANGELDO, T. de A. Sterilization of fruit flies (Diptera: Tephritidae) with X-
rays for Sterile Insect Technique Programs. 2009. 91 p. Dissertation (Master degree)
— Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba,
2009.

Recent fear of acts of terrorism provoked an increase of delays and denials in the
shipment of radioisotopes. This truly represented a menace to sterile insect production
projects around the world. In order to validate the use of a new kind of low-energy X-
ray irradiator, a series of radiobiological studies on Ceratitis capitata (tsI-VIENNA 8
strain) (Wied., 1824) (Diptera: Tephritidae) and an Argentinean strain of Anastrepha
fraterculus (Wied., 1830) (Diptera: Tephritidae) were carried out, also comparing
biological effectiveness between X-rays and traditional y radiation from ®Co. Pupae 48-
24 h before adult emergence of C. capitata males and both sexes of A. fraterculus were
irradiated with doses ranging from 15 to 120 Gy and 10 to 70 Gy respectively. Doses
that induce 50, 90 and 99% of sterility were estimated and the hypothesis of Parallelism
for the Probit equations was tested. Doses of 82.7 Gy of X-rays and 128.2 Gy of y rays
(thus, a RBE =1.5) induced 99% sterility on medfly males. The fertility of A.
fraterculus fertile females crossed with 41 Gy of X-rays and 62.7 Gy of yrays
decreased in 99% comparing with the control group (RBE=1.5). 99% sterility of A.
fraterculus irradiated females was achieved with 60-80 Gy (RBE~0.7). The standard
quality control parameters of fecundity, adult emergence, fliers and survival were not
significantly affected by the two types of radiation (RBE~1) either for medfly or A.
fraterculus (p>0.01), being averages in conformity with the values required by
FAO/IAEA/USDA. Only fecundity of irradiated A. fraterculus females was severely

reduced with increasing doses and no egg was laid at 70 Gy of both radiations. There



were no significant differences between X-rays and vy rays regarding mating indices
(RSI for medfly, RII, I1SI, MRPI and FRPI for A. fraterculus) (p>0.05), what indicated
more random matings for fertile and sterile insects. The results demonstrated that no
significant difference in biological effectiveness exist for both kinds of radiations in the
usual range of doses applied to produce sterile flies. A new generation of X-rays

irradiators can attend now pest control programs of UN member states.

Key Words: Ceratitis capitata, Anastrepha fraterculus, X-rays, gamma radiation,
irradiation.
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1 INTRODUCAO

As moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) estdo entre as principais pragas da
fruticultura mundial, considerando-se os danos diretos causados e a capacidade de
adaptagao em diferentes regides quando introduzidas (praga quarentenaria). Deve-se
ressaltar ainda que o fruticultor brasileiro gasta grandes quantidades de inseticidas sem o
conhecimento adequado das espécies infestantes, do seu grau de infestagdo, da
distribuicdo espacial das plantas hospedeiras e do controle bioldégico (GALLO et al.,
2002).

No Brasil, as principais espécies de importancia econdmica pertencem aos géneros
Anastrepha, Bactrocera, Rhagoletis ¢ Ceratitis. A mosca-do-mediterranco, Ceratitis
capitata (Wied., 1824) (Diptera: Tephritidae), ¢ a mosca-da-fruta Sul-Americana,
Anastrepha fraterculus (Wied., 1830) (Diptera: Tephritidae), vém sendo alvo de
pesquisas e programas de supressao populacional nas Américas.

Os programas de Manejo Integrado de Pragas tém incentivado o uso de varios
métodos de controle. Um deles € a Técnica do Inseto Estéril (TIE), através da qual insetos
estéreis competem no processo de acasalamento com os selvagens, gerando uma reducio
populacional gradativa a cada geracdo (WALDER, 1999). Programas de TIE, em varias
partes do mundo, vém apresentando sucesso (KOYAMA, 1994; DYCK et al., 2005;
TIAEA, 2008).

O método de esterilizagdo mais utilizado ¢ o por radiacido ionizante, sendo a
radiagdo gama proveniente de fontes de radioisotopos (“°Co ou "*’Cs) a mais empregada
mundialmente. Entretanto, elétrons de alta energia (5- 10 MeV, gerados em aceleradores
de elétrons) e raios-X também podem ser empregados. Esses trés tipos de radiacdo tém

efeitos similares sobre a matéria e, em particular, sobre os insetos, ja que possuem valores
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de Eficiéncia Biologica Relativa semelhantes (Relative Biological Effectiveness ou RBE)
(BAKRI et al., 2005a).

Atualmente, o processo de esterilizagdao tornou-se um ponto problematico para os
novos projetos de TIE, ja que ha muita duvida quanto a disponibilidade futura de
irradiadores de pequeno porte, como o mais empregado Gammacell-220 (Nordion
International Inc., Canadd). Isto esta sendo causado pela crescente dificuldade no
transporte entre paises de radioisdtopos e o receio de atos terroristas (em especial das
“bombas sujas”).

A Agéncia Internacional de Energia Atomica (International Atomic Energy
Agency ou IAEA) esta enfrentando problemas quanto a substitui¢do de fontes existentes,
a aquisi¢cdo de novos irradiadores e o envio destes para os paises-membros da ONU
(IAEA, 2007). Entre setembro de 2007 e margo de 2008, a IAEA recebeu um total de 69
relatorios sobre atrasos ¢ cancelamentos de envio de materiais radioativos. Quanto as
fontes radioativas mais utilizadas na medicina e na industia, por exemplo, 23 relatorios
eram referentes a ', 14 a '°F, ¢ 13 a “°Co (IIA, 2008). Por conseguinte, aquelas duas
tecnologias alternativas aos raios gama deverdo receber maior destaque nos proximos
anos.

Sistemas alternativos de raios-X estdo sendo criados nos E.U.A., e cerca de uma
centena de irradiadores de raios-X de baixa energia entraram no mercado nos ultimos
anos para o propodsito especifico de irradiagdo de sangue. Estas unidades estdo operando
com sucesso em hospitais e institutos médicos (IAEA, 2007).

Tais irradiadores podem ser configurados para atender as exigéncias dos projetos
de TIE e uma unidade semi-automatica foi recentemente desenvolvida para a biofdbrica
de mosca-varejeira no Panama, a qual pode chegar a uma taxa de dose de 25 Gy/min. e

produz raios-X com uma energia maxima de 160 keV (média de fotons na faixa de 70-75
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keV) (IAEA, 2007). Esses irradiadores também terdo uma maior aceitagdo publica, ja que
ndo emitem radiagdo enquanto estdo desligadas, e ndo ha rejeito radioativo nem
problemas quanto ao transporte.

Antes da adog¢ao de uma tecnologia como esta, sdo necessarios varios estudos para
se determinar seus efeitos sobre a esterilizacdo e qualidade dos insetos irradiados.
Entretanto, os trabalhos com raios-X em Entomologia sdo raros e a maioria data da
década de 1950, com relagdo as pesquisas iniciais de TIE para Cochliomya hominivorax
(Coquerel, 1858) (Diptera: Calliphoridae), a mosca varejeira (BUSHLAND et al., 1951;

BUSHLAND et al., 1953; LINDQUIST, 1955; HOOPER, 1971b).

2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi validar o uso de irradiadores de raios-X para
programas que envolvem a Técnica do Inseto Estéril (TIE), conduzindo estudos de
radiobiologia para duas espécies de moscas-das-frutas de importancia econdmica

(Ceratitis capitata ¢ Anastrepha fraterculus).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biologia de Ceratitis capitata e Anastrepha fraterculus

As moscas-das-frutas completam o seu desenvolvimento passando por 4 estagios:
ovo, larva, pupa e adulto. As formas basicas de ovo, larva (tipo vermiforme) e pupas (tipo
coarctada) assemelham-se, de modo geral, entre as diferentes espécies, ja os adultos
possuem uma ampla variagdo fenotipica.

Dentre as espécies de moscas-das-frutas de importancia econdmica, Ceratitis
capitata (Wied., 1824) é uma das mais importantes. Chamada também de mosca-do-
mediterraneo (moscamed ou medfly), por ser originaria de paises do Mediterraneo, foi
notada no Brasil pela primeira vez no comeco do século 20 (IHERING, 1901).
Atualmente, acha-se difundida por todo o pais, atacando mais de 58 espécies de frutas
(ZUCCHLI, 2001).

Apo6s o acasalamento, a fémea permanece de 3-5 dias em processo de maturagdo
de 6vulos. Terminado o periodo de pré-oviposi¢do, quando se alimenta de proteinas e
carboidratos para a geragdo dos ovos férteis, ela procura frutos préximos da maturacao
(GALLO et al., 2002). Encontrando um fruto, introduz o seu ovipositor (aculeo) através
da casca no mesocarpo. Em seguida, movimenta-se para alargar o orificio, a fim de fazer
uma camara onde pode depositar, em média, 10,5 ovos em péssego, 5,76 em café e 6,14
em maca como exemplos (SOUZA et al., 1983).

O ovo ¢ alongado (1 mm de comprimento) e o periodo de incubacdo depende da
temperatura e, a 25°C, dura cerca de 48 horas (MORGANTE, 1991). Apds eclosdo, a
larva (tipo vermiforme, cabec¢a ndo diferenciada e dpoda) penetra no endocarpo, fazendo
galerias. O periodo larval pode durar entrel0 (a 28°C) e 17 dias (a 14°C) (ZUCCHI,

2001).
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Terminado o periodo larval, as larvas abandonam o fruto e pulam para o solo. Em
seguida, aprofundam-se alguns centimetros, de acordo com a consisténcia do solo,
transformando-se em pupa no interior do tegumento do ultimo instar larval. O periodo
pupal varia de 9 (a 28°C) a 12 dias (a 25°) (ZUCCHI, 2001) e a umidade e tipo de solo
influem na emergéncia do adulto (MILWARD-DE-AZEVEDO; PARRA, 1989; BENTO,
2008).

Apos esse periodo, emergem os adultos, os quais podem viver até 10 meses (em
laboratério) e, durante sua vida, a fémea pode colocar de 300 a 1.000 ovos (FLECHTER,
1989). Essa espécie, como as outras espécies de moscas-das-frutas, apresenta dimorfismo
sexual, sendo que o macho possui cerda orbital anterior proclinada e expandida no apice,
enquanto a fémea tem os ultimos segmentos do abdome (sintergosternito 7 e aculeo)
adaptados para oviposi¢do. A maioria das moscas-das-frutas conhecidas sdo multivoltinas
e polifagas (ZUCCHI, 2001).

Populagdes de moscamed adaptam-se facilmente as condigdes de criagdo em
laboratorio. Souza et al. (1988), estudando o processo de adaptagdo de C. capitata as
condi¢des de laboratério e comparando tabelas de vida de uma populagdo selvagem
recém-coletada, uma de laboratdrio (6 anos) e uma hibrida das duas, mostraram que a
hibrida alcangou o comportamento da de laboratorio mais rapidamente que a selvagem. O
grau de variabilidade genética medido por eletroforese ¢ baixo para populagdes de C.
capitata do Brasil quando comparado com outros tefritideos e dipteros, mas é proximo do
de Anastrepha spp. (MORGANTE et al., 1980).

Recentemente, linhagens de sexagem genética (genetic sexing strains ou GSS)
baseadas na mutagao tsl (temperature sensitive lethal) estdo sendo usadas por quase todos
os programas de criagdo massal de Ceratitis capitata (ROBINSON et al., 1999). A que

estd sendo criada no CENA/USP (desde 2004) e na Biofabrica MOSCAMED Brasil,
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visando a produg@o de machos estéreis, ¢ a tsSI-VIENNA 8/D53 (FRANZ, 2005). Nesta
linhagem, a sexagem genética ocorre ao se expor 0s ovos a temperatura de 34°C por 24 h
(FISHER; CACERES, 2000; CACERES, 2002), sendo que as fémeas sdo eliminadas
ainda no estagio embrionario e sobrevivem somente os machos, os quais sdo resistentes a
alta temperatura. Na auséncia de choque térmico, fémeas desenvolvem-se normalmente e
irdo emergir de pupas brancas, enquanto os machos sairdo das pupas marrons. Para
resolver o problema de recombinagdo genética, ¢ empregada uma metodologia de “filtro”
(Filter Rearing System ou FRS) na tecnologia de criacdo (FISHER; CACERES, 2000;
CACERES, 2002), o qual ¢ baseado na rapida deteccdo e eliminagdo de individuos
recombinantes de uma colonia isolada da GSS.

A mosca-da-fruta Sul-Americana, Anastrepha fraterculus (Wied., 1830) ocorre do
Texas (E.U.A.) a Argentina e ataca mais de 80 espécies frutiferas, incluindo manga,
citrus, goiaba, mag¢d e café¢ (DA SILVA et al., 1996; STECK, 1998). Em varias areas
produtoras de frutas do Uruguai, Argentina e Peru, as unicas espécies de moscas-das-
frutas de importancia econdmica e quarentenaria sdo C. capitata ¢ A. fraterculus
(MANSO; LIFCHITZ, 1992). E no México que se pode encontrar 0 maior nimero de
espécies do género Anastrepha sendo criadas em laboratorio ¢ de maneira massal. Em
Metapa de Dominguez, por exemplo, sdo produzidos semanalmente 300 milhdes de A.
ludens e 30 milhdes de A. obliqua (RULL et al., 1996).

Em linhas gerais, o ciclo de vida de A. fraterculus selvagem ¢ como o descrito
anteriormente para C. capitata. Os principais eventos da biologia dessa mosca, a 25°C,
sdo: periodo de pré-oviposicdo de 7 a 14 dias; oviposi¢do até os 46-62 dias (a fecundidade
pode chegar a 40 ovos/fémea/dia, com média de 25,2 ovos/fémea/dia, e uma fémea pode
chegar a colocar 979 ovos durante a vida); periodo de incubacdo variando entre 1 e 3 dias;

desenvolvimento larval de 12-14 dias; periodo pupal de 11 a 21 dias. Em temperaturas
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entre 5 e 45°C, o desenvolvimento ocorre somente na faixa de 15-30°C (BAKER, 1945;
MACHADO et al., 1995; MARTINS, 1986; SALLES 1993; SALLES, 2000).

Nas ultimas décadas, foram poucas as tentativas para se estabelecer as
necessidades basicas, materiais e procedimentos de criagdo massal dessa espécie, a qual
vem se tornando vidvel apenas nos ultimos anos. Vera et al. (2007) apresentaram
parametros demograficos (anos de 2002, 2003 ¢ 2004) e de controle de qualidade para
uma linhagem bissexual de A. fraterculus criada com sucesso na Estacion Experiental
Agroindustrial Obispo Colombres (Tucuman, Argentina). As condi¢des de criagdo foram
as propostas por Jaldo et al. (2001) com algumas modifica¢cdes. A produgdo média de
ovos relatada chegou a 1 milhdo de ovos/semana e de 2,4 mL de ovos/gaiola (1 mL ovos=
14.900 ovos). A viabilidade de ovos ficava em torno de 84%, viabilidade total de 56% e
peso pupal (2 dias antes de emergéncia dos adultos) de 13 mg (VERA et al., 2007). A
Argentina tem inten¢do de expandir o seu programa nacional de controle de moscas-das-
frutas (PROCEM) nos proximos anos, visando reduzir o nivel de dano a 0,5% nas areas
produtoras de citros da regido Nordeste do pais e manter o status de areas de baixa
prevaléncia e livre das regides de Cuyo e PatagOnia. Para tanto, os estudos para
implementagdo da TIE contra A. fraterculus continuam em andamento (GUILLEN;
SANCHEZ, 2007).

No CENA/USP, foi estabelecida uma colonia a partir de 2006 (WALDER et al.,
2006), utilizando como dieta larval a proposta por Salles (1992). Nas primeiras geragdes
(F4 a F7), a produgcdo média foi de 7.553 ovos/geracdo; viabilidade de ovos de 28,1%;
recuperagdo de pupas menor que 10% e emergéncia de adultos em 59,5%. Fazendo
algumas modifica¢des na metodologia de criacdo, foi possivel obter ganhos na produgao.
A produ¢do de ovos/geracao saltou de 5,45 mL na Fjy para 60,8 mL na F;; (embora a

viabilidade tenha permanecido em 24 a 30%), e, quanto as pupas, de 10,5 mL na F;, para



21

3.000 mL na F;7. A emergéncia de adultos manteve-se alta (80 a 93%) com razdo sexual

em 0,54 (WALDER et al., 2008).

3.2 Danos causados por moscas-das-frutas

As moscas-das-frutas sdo pragas que causam grande prejuizo a fruticultura
mundial. As larvas podem destruir totalmente a polpa dos frutos, tornando-os
imprestaveis ao consumo. No orificio feito pelo ovipositor ocorre o apodrecimento,
resultando em queda do fruto. Outro problema ¢ a chamada “sucessao de hospedeiros”,
ou seja, como atacam uma grande diversidade de frutiferas, elas passam de uma frutifera
para outra a medida que estas vao frutificando em diferentes épocas do ano
(MALAVASI; ZUCCHI, 2000).

Em algumas regides, as moscas-das-futas chegam a comprometer 100% da
producdo de frutos (KORYTKOWSKY; OJEDA, 1969; ORLANDO; SAMPAIO, 1973).
Matioli (1986) estimou em 10% as perdas dos frutos em café, os quais caem durante a
maturacao.

Na citricultura, Baldez (1972) calculou perdas em torno de 20% em Itaborai (RJ) e
Orlando e Sampaio (1973) estimaram redugdes na produgdo entre 30 e 50%. Prates
(1980) estimou uma perda de 6 milhdes de caixas em SP. Segundo Paiva (2004), o dano
por C. capitata pode variar de 1,2 a 4,1 t de frutos/ha. Houston (1981) verificou que
pomares de pomelo de Belize sem tratamento sofriam infestacdes de 15% no inicio da
safra (outubro), e aumentava até 60% em dezembro, podendo chegar a 100% em janeiro.

A Agéncia Internacional de Energia Atomica (IAEA), em estudo pioneiro sobre
avaliagcdo de danos economicos causados pela C.capitata, verificou que a extensdo das

perdas financeiras impostas por esta praga no Maghreb (regido ocidental da Africa do
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Norte) era da ordem de US$ 60-90 milhdes/ano, somando-se ainda a este valor mais US$
7-10 milhdes/ano os custos com inseticidas (IAEA, 1995).

Tomando como outro exemplo a mosca-da-carambola, Malavasi (2001) afirma
que muitos paises perderdo divisas caso esta espécie se estabeleca definitivamente em
seus territorios. Além das perdas diretas no campo, estima-se perdas anuais de producao
no Suriname (US$ 849.041,00), Guiana Francesa (US$ 869.553,00), Brasil (US$

57.681.569,00), Haiti (US$ 14.062.925,00) e Venezuela (US$ 526.662,00).

3.3 Técnica do Inseto Estéril (TIE) e casos de sucesso

Segundo a International Plant Protection Convention (IPPC) (FAO, 2005), a
Técnica do Inseto Estéril (TIE) ¢ definida como um “método de controle de pragas
usando liberagdes inundativas de insetos estéreis em darea-ampla visando reduzir a
fertilidade de uma populagdo selvagem da mesma espécie”. Em outras palavras, pode-se
dizer que a TIE ¢é composta de 3 etapas: (1) producdo massal da espécie-alvo, (2)
esterilizagdo dos insetos, (3) liberagdo no campo. Ao transferirem esperma com mutagdes
letais dominantes para as fémeas selvagens, o que inviabiliza a geracdo seguinte, os
machos estéreis provocam uma gradativa diminuicao da populagdo selvagem.

A esterilizagdo dos insetos nos programas que empregam a TIE tradicionalmente
ndo ¢ feita por meio de quimioesterilizantes, uma vez que estes podem causar problemas
toxico e oncoldgicos aos organismos e aparecimento de resisténcia por parte dos insetos
tratados, além do fato de que a liberacdo de milhdes de insetos quimioesterelizados
representaria uma verdadeira agressao ao ambiente (LaABRECQUE; SMITH, 1968).

O método de esterilizagdo que vem sendo mais empregado mundialmente é o por

PV . . C e, 60 13 .
radiagdo ionizante. Esta pode ser proveniente de radioisdtopos como **Co ou "*’Cs (raios
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v com energias fotonicas de 1,17 e 1,33 MeV no cobalto, e 0,66 MeV no césio), elétrons

gerados por aceleradores que operem com energia menor que 10 MeV, e raios-X gerados
por feixe de elétrons de energia abaixo de 5 MeV (WALDER, 1999). Radiagdes geradas
nessas faixas de energia (abaixo de 5 MeV para fotons e 10 MeV para elétrons) evitam a
inducdo de radioatividade nos materiais irradiados (BAKRI et al., 2005a). Néutrons sio
mais efetivos que raios-X e gama para a esterilizacdo de insetos (HOOPER, 1971b).
Entretanto, pelo fato de néutrons poderem facilmente induzir radioatividade e pela
imobilidade e mais dificil disponibilidade de reatores nucleares (fonte usual de néutrons),
0 seu uso ndo seria pratico na maioria dos projetos envolvendo a TIE.

Basicamente, quando um material bioldgico ¢ irradiado, sdo formados radicais
livres e provocadas quebras nos cromossomos. Quando estas quebras ocorrem nas células
germinativas, isso leva a inducdo de mutacdes letais dominantes nos oOvulos e
espermatozodides (LaCHANCE, 1967; CURTIS, 1971).

Podem-se citar as seguintes vantagens ao se usar radiacdo para esterilizar insetos:
o aumento de temperatura durante o processo ¢ insignificante, os insetos estéreis podem
ser liberados imediatamente apds terem sido tratados, a irradiacdo ndo deixa residuos
nocivos, e a irradiacao pode ser feita com os insetos ja embalados (BAKRI et al., 2005b).

Nos programas de TIE, moscas da familia Tephritidae vém sendo
tradicionalmente irradiadas 1 ou 2 dias antes da emergéncia do adulto (pupas a 25°C),
pois a irradiagdo em estadios pupais mais novos tende a gerar moscas de menor qualidade
(em relagdo a propensidade de acasalamento, voo e producdo de feromodnio sexual)
(FLETCHER; GIANNAKAKIS, 1973). A cor do pigmento dos olhos da pupa de
Ceratitis capitata pode ser utilizada como um indicador rapido e confiavel do momento

apropriado para a irradiagdo (RUHM; CALKINS, 1981; SEO et al., 1987).
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Para minimizar efeitos colaterais na biologia ou comportamento do inseto,
principalmente sobre a longevidade, comportamento sexual e dispersdo, podem ser
adotadas técnicas fisico-quimicas (anoxia, baixa temperatura) durante a irradiacdo, as
quais ndo prejudicam a eficiéncia da esterilizacdo (LABRECQUE; KELLER, 1965).

Pelo menos 20 programas de manejo integrado em area-ampla (Area-Wide
Integrated Pest Management, ou AW-IPM) no mundo integram a TIE no controle de
moscas-das-frutas (ENKERLIN, 2005). Eles podem ser agrupados, segundo a opcao
estratégica utilizada, em quatro grupos: (1) erradicacdo (consiste na eliminacdo de uma
praga de uma determinada area), (2) supressdo (reducdo da populagdo da praga), (3)
contencdo (aplicacdo de medidas fitossanitarias e regulamentos em uma area infestada
para evitar a dispersdo da praga) e (4) prevengdo (aplicacdo de medidas fitossanitarias e
regulamentos visando prevenir a introdu¢do ou re-invasdo da peste em uma area livre)
(FAO, 2002). Podem-se selecionar alguns programas que ilustram bem os beneficios que
tém sido obtidos.

Como exemplo de programa de erradicacdo, em 1979, foi iniciado um projeto
contra Bactrocera curcubitae (Coquillett, 1899) (mosca do meldo) que gradualmente
cobriu a maior parte dos arquipélagos do sul do Japao, até obter sucesso em 1993. Devido
a proximidade mais ao sul com Taiwan, onde a mosca ainda esta presente, liberagdes
preventivas ainda sdo realizadas. Entre 1990 e 2000, a produgdo de meldozinho aumentou
de 2.720 para 6.220 t. No mesmo periodo, a producdo de mangas saltou de 278 para 1.290
t. As duas juntas representaram US$ 335 milhdes em 10 anos (ganhos estes subestimados
desde que ndo foi incluida a economia com fumigagdo e custos quarentenarios). Naquele
mesmo periodo, o custo do programa foi estimado em US$ 31 milhdes, mas os ganhos
brutos na economia foram em torno de US$ 167 milhdes (a partir da venda de

commodities para o Japao central e outros paises). O custo total do programa de 1982 a
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1991 foi de US$ 172 milhdes. A razdo beneficio/custo mostrou que, para cada dolar
investido, houve um retorno de 5,4 doélares (ENKERLIN, 2005).

No México, o dano direto causado pelas quatro principais moscas de importancia
econdomica, Anastrepha ludens (Loew), Anastrepha obliqua (Macquart), Anastrepha
striata (Schiner) e Anastrepha serpentina (Wiedemann), foi estimado em mais de US$
230 milhdes (REYES et al., 1991). Através da Campanha Nacional Contra as Moscas-
das-Frutas aprovado em 1992, as moscas ja foram erradicadas de mais de 35.000 ha de
citrus, manga, maga e péra da regido Noroeste, estando livres os Estados de Chihuahua,
Sonora, Baja, California Norte e Baja California Sur (SAGARPA, 2001). Na regido
Nordeste, as populagdes t€ém sido suprimidas a niveis de baixa-prevaléncia em mais de
30.000 ha de citrus. Nos primeiros 4 anos depois de 1997, quando a erradicacdo no
Noroeste foi oficialmente declarada, os beneficios diretos somaram US$ 25 milhdes.
Além disso, no mesmo periodo, os ganhos com o preco diferenciado pelos mercados
importadores e a economia com tratamentos quarentenarios totalizaram quase US$ 35
milhdes (SAGAR/IICA, 2001). No caso especifico do Estado de Sonora, onde ha 10.000
ha de citrus declarados livres de moscas-das-frutas, em 6 anos, o total exportado foi de
mais de 130.000 t (um valor estimado em US$ 10,3 milhdes) (DGSV, 2002).
Recentemente, a manutencdo das zonas livres de moscas na regido Noroeste permitiu a
expansao da fruticultura em 50.000 ha (ENKERLIN, 2005).

No vale do rio Hex, Africa do Sul, de onde uma média anual de 15,5 milhdes de
caixas de uva de mesa era exportada (BARNES; EYLES, 2000), foi implementado um
projeto-piloto de supressdo em 10.000 ha. De 1997 a 2002, o uso de inseticidas caiu
drasticamente, e a populacdo de moscas reduzida de um MAD (mosca/armadilha/dia) de
0,9-1 (nos 3 anos antes da liberagdo de machos estéreis) para um MAD de 0,1-0,4 nos 3

anos subseqiientes as liberagdes (BARNES et al., 2004). Pela substituicdo das aplicagdes
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de inseticida pelas liberagdes de macho estéril nos hot spots, os custos com controle
passaram de US$ 350.000/ano com controle quimico para apenas US$ 130.000/ano com a
TIE. No ano 2000, uma redugdo de 60% da rejei¢do de caixas de uvas para exportacao
representou uma economia de US$ 150.000. Na safra 2001/2002, os beneficios diretos
totalizaram US$ 370.000/ano, a um custo de US$ 130.000 (beneficio/custo= 2.8:1)
(ENKERLIN, 2005).

Em 1976, os governos da Guatemala, México ¢ E.U.A., com o suporte da FAO ¢
IAEA, criaram o Programa MOSCAMED, visando estabelecer uma barreira de contencao
na fronteira entre Guatemala e M¢éxico, continuando as atividades de erradicagdo na
Guatemala. Depois de 4 anos (1977-1982) de atividades intensivas, C. capitata foi
erradicada de uma area de 640.000 ha no Estado de Chiapas, México. Esta foi a 1* vez
que uma populagdo de moscas-das-frutas foi erradicada em um nivel continental, em uma
regido de dificil topografia e alta biodiversidade (HENDRICHS et al., 1983). Por mais 23
anos (1982-2004), o programa tem mantido a barreira de contengdo com sucesso, € varias
outras areas da Guatemala ja foram certificadas como zonas livres. O impacto inicial do
Programa MOSCAMED foi a prote¢do da agroindistria mexicana e americana e, como
resultado, as receitas mexicanas triplicaram desde 1994 para mais de US$ 3,5 bilhdes/ano
(TEN years of NAFTA, 2004). Considerando apenas o México, projetando-se a economia
anual dos danos diretos em US$ 2 bilhdoes (GUTIERREZ, 1976) por 24 anos (1977-
2000), e dividindo-se esse valor pelo custo total do programa (estimado em US$ 288
milhdes) (ENKERLIN et al., 1989), a razdo beneficio/custo seria de 167:1. Além disso,
nesses 24 anos, do orgamento total do programa, pelo menos US$ 124 milhdes foram
gastos em Chiapas com servicos, suprimentos € equipamentos, 0 que representou uma

grande inje¢do de dinheiro numa das areas mais carentes do México (ENKERLIN, 2005).
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No Chile, apos 8 anos de um programa intensivo com TIE, a medfly foi erradicada
em 1995 da provincia de Arica e o pais foi declarado livre da mosca (MAG/SAG, 1995).
Desde entdo, as exportagdes de frutas cresceram para atingir 2 milhdes de toneladas de
frutas, principalmente uvas de mesa, macgas, kiwis, abacate e péssegos, com valor, em
2002, de USS$ 1,6 bilhdes. A cada ano, o governo chileno gasta uma média US$ 4 milhdes
para manter o pais livre de moscas das frutas, sendo a relacdo beneficio/custo em torno de
17:1. Se multiplos outbreaks ocorressem apenas na regido metropolitana do Chile, a
industria sofreria uma perda estimada em US$ 78 milhdes/ano, apenas com a perda de
mercados nos E.U.A. (LINDQUIST; ENKERLIN, 2000).

Na Califérnia, desde 1975, mais de US$ 256 milhdes (em fundos estaduais e
federais) foram gastos na erradicagdo de infestagdes, principalmente nas areas de Los
Angeles e na baia de San Francisco (ENKERLIN, 2005). O programa de liberagdes
preventivas (1994-1998) resultou numa reducgdo das infestacdes em mais de 96%. Antes,
de 1987 a 1993, ocorriam uma média de 7 ou 8 outbreaks de medfly por ano, custando ao
Estado aproximadamente US$ 33 milhdes/ano (USDA, 1992), mas, com as liberagdes
preventivas de duas vezes/semana, o custo total do programa foi cortado praticamente
pela metade. O impacto deste projeto foi também medido em termos das perdas
potenciais, as quais, incluindo perdas no campo, aumento do uso de inseticidas (de 127
para 2.270 t/ano de ingrediente ativo), perda de mercados e custos quarentenarios (CDFA,
2002), custariam a economia da California US$ 1,3 a 1,9 bilhdes/ano, com mais de
14.000 demissdoes (SIEBERT; PRADHAM, 1991). Também existe um programa de
liberagoes preventivas de C. capitata estéril, em operagdo desde 1998 na Flérida.

Em 1997, foi estimado que alguns paises do Oriente Médio (Israel, Jordania e
territorios sobre autoridade palestina) gastariam, num periodo de 6 anos e seguindo as

praticas comuns de controle, US$ 46,7 milhdes com inseticidas para supressao de C.
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capitata. Com um programa de TIE, seriam gastos US$ 5,8 milhdes com inseticidas, uma
economia, portanto, de US$ 40,9 milhdes nos 6 anos (ENKERLIN; MUMFORD, 1997).

Outra analise conduzida pela IAEA avaliou os custos e beneficios de um programa
de TIE na ilha da Madeira, em comparagdo com o uso convencional de pesticidas. Uma
das conclusdes foi a de que o uso eficiente da TIE reduziria as perdas do setor fruticola
para menos de 3%, levando a geracdo de um excedente de producdo em torno de 2,2
milhdes de kg de frutas/ano e um aumento anual de €1,6 milhdes em rendimentos para os
produtores (IAEA, 2005). Isso sem contar com os beneficios indiretos (€ 355 bilhdes/ano
pelo aumento da area plantada, € 690 mil/ano de beneficios sociais, além de € 500
mil/ano de contribui¢@o para a industria do turismo).

Na Argentina, as regides da Patagonia e parte de Cuyo (Uco Valley),
especializadas em frutas temperadas, ja sdo consideradas livres de moscas-das-frutas.
Entretanto, no Nordeste (provincias de Corrientes e Entre Rios, com 56.200 ha de citrus),
os danos por C. capitata e A. fraterculus chegam a 13%, cerca de 143.000 t/ano
(aproximadamente US$ 37 milhdes/ano). Recentemente, o Servicio Nacional de Sanidad
y Calidad Agroalimentaria (SENASA) planeja expandir o programa nacional de controle
das moscas-das-frutas (PROCEM), visando reduzir o nivel de dano anterior para 0,5%, no
4° ano de programa, ¢ manter o status das areas livres e de baixa prevaléncia. A liberagdo
de machos estéreis de moscamed, atualmente, ¢ feita em 160.000 ha. O programa
expandido deverd incorporar 90.000 ha, o que demandara um salto dos atuais 140 para
300 milhdes de pupas de macho estéril/semana. Os estudos para implementacdo da TIE
contra A. fraterculus também estdo em andamento. O custo total dessa expansdo foi
estimado em cerca de US$ 57 milhGes para os 5 anos de execug@o (metade financiado
pela SAGPyA, metade pelos governos federal e estaduais e o setor privado). No 4° ano de

projeto, ¢ esperado um incremento na comercializacdo de 116.000 t de frutas
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(aproximadamente US$ 7 milhdes/ano, pelos pregos atuais) e uma redugdo de 67.900
L/ano de Malathion (GUILLEN; SANCHEZ, 2007).

Analisando agora apenas os ganhos indiretos pela sociedade que um programa de
TIE pode trazer, um estudo na Jordania mostrou que uma média de 94 t de inseticidas era
aplicada anualmente para o controle de C. capitata (o que representava 33,8% do total de
inseticidas usados no pais), e que US$ 550.000 eram gastos por ano s6 para o tratamento
de casos de envenenamento de trabalhadores durante a aplicacdo de combate a medfly. O
estudo concluiu que esse custo poderia cair substancialmente com a adog¢do de um
programa integrando a TIE (IAEA, 2001).

Pimentel (1991) estimou que a razdo mundial beneficio/custo de inseticidas era de
apenas 2:1, se fossem incluidos os custos indiretos a satde publica e ao ambiente.
Enkerlin (2005) mostrou que, na maioria dos programas de AW-IPM integrando a TIE, a
relacdo beneficio/custo variava de 2,8 a 400:1.

Num futuro préximo, a industria de agrotoxicos enxergara a TIE ndo como uma
tecnologia competidora, mas como uma oportunidade de diversificagdo. E dada a sua
aplicagdo em area-ampla, a TIE poderd contribuir ainda mais para melhorar a seguranga

alimentar no mundo.

3.4 Irradiagdo de insetos com raios-X

A aplicagdo de raios-X na Entomologia quase sempre foi limitada a um pequeno
nimero de espécies, um grupo de insetos ou seguindo propositos muito especificos. Os
registros das doses de radiag@o para esterilizacdo e desinfestagdo de produtos sdo raros,
sendo que os primeiros experimentos com raios-X, chamados inicialmente de raios

Roentgen, datam do inicio do século XX.
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Nesse momento em que a Radiologia nascia como ciéncia, poucos experimentos
foram realizados com insetos. Na verdade, até a descoberta no inicio da década de 1900
de que os raios-X afetavam diversos Orgdos animais mesmo sem causarem lesdes
externas, muitos operadores ficaram estéreis sem nenhum conhecimento do fato. Um dos
primeiros ensaios foi realizado com mosca doméstica pelo professor Axenfelt em 1897,
mas, devido a metodologia empregada, os resultados nao foram conclusivos.

Em 1911, Hunter pdde realizar uma série de experimentos expondo diversos
insetos, como Calandra oryzae L. (Coleoptera: Curculionidae), Culex pipiens L. (Diptera:
Culicidae) e varias espécies de acaros, aos raios Roentgen, mas nio foi observado efeito
algum sobre a fertilidade ou os estdgios de vida testados. No final de 1912, Morgan &
Runner realizaram experimentos na Florida com Lasioderma serricorne F. (Coleoptera:
Anobiidae), o besouro do tabaco, com um aparelho de raios-X construido para
“esterilizar” caixas de cigarro em escala comercial. Os resultados também foram
negativos, tendo o besouro apresentado desenvolvimento normal.

Segundo Runner (1916), os resultados negativos dos ensaios anteriores foram
causados pelo fato dos aparelhos empregados serem muito rudimentares. Os tubos de
raios-X utilizados, por exemplo, eram incapazes de operar continuamente sem flutuacao
da intensidade ou alteracdo no poder de penetracdo, sendo impossivel estabelecer com
precisao a dosagem de radiagdo. Runner executou novos experimentos com L. serricorne,
empregando agora um aparelho criado por W.D. Coolidge, no qual os tubos de raios-X
recebiam uma descarga pura de elétrons, a intensidade e poder de penetracdo ndo
variavam e as voltagens inicial e de operacdo eram as mesmas. Todas essas caracteristicas
resultaram numa irradiagdo homogénea. Dessa forma, foi possivel alcancar a esterilizagado

e impedir o desenvolvimento larval com altas doses.
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Investigacdes mais detalhadas sobre os efeitos genéticos causados por radiacdes
ionizantes comegaram com a descoberta de Muller (1927) de que mutacdes poderiam ser
induzidas em Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) (Diptera: Drosophilidae) por
raios-X. Ele demonstrou, por exemplo, que uma dose de 5.000 R (~48,7 Gy) de raios-X
aplicada nas células espermaticas de Drosophila sp. aumentava a frequéncia de mutacao
génica por geracdo em 100 vezes. Também ressaltou que a frequéncia de mutacao génica
radioinduzida dependia da exposi¢do total e era diretamente proporcional a dose total
absorvida.

Embora D. melanogaster tenha sido uma das espécies mais estudadas, alteragdes
genéticas resultantes de tratamentos de raios-X em outros artropodes também foram
observadas por alguns autores. White (1937), tratando quatro espécies de gafanhotos,
notou mudangas cromossdmicas em espermatogonias na primeira divisdo meidtica apds
irradiacdo. Carlson (1941) irradiou outras espécies de gafanhotos e também pode observar
alteragdes cromossdmicas e um atraso na espermatogénese.

Whiting (1938), trabalhando com Bracon hebetor (Say, 1857) (Hymenoptera:
Braconidae), verificou que uma dose de 7500 R (~72,9 Gy) de raios-X esterilizou quase
totalmente os machos e que aproximadamente metade dos ovos fertilizados por
espermatozodides tratados com 2500 R (~24,3 Gy) ndo apresentaram desenvolvimento
normal.

Demerec e Kaufmann (1941) trataram machos de D. melanogaster com 3000 R
(~29,2 Gy) e observaram a fertilidade dos ovos postos por fémeas normais cruzadas com
machos em varios intervalos apds a irradia¢do. Ovos obtidos dos cruzamentos feitos nos
intervalos de 1, 6, 7 e 12 dias apds a irradiacdo apresentaram viabilidade semelhante, mas
a porcentagem de dominantes letais caiu depois de 19 dias. Concluiu-se que

espermatozdides imaturos eram mais resistentes.
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Koller e Ahmed (1942) realizaram estudos citologicos sobre os cromossomos das
glandulas salivares de larvas obtidas do cruzamento entre machos de D. Pseudoobscura
(Frolowa) tratados com 4500 R (~43,8 Gy) e fémeas ndo-irradiadas. Eles perceberam
mudangas estruturais em 40% dos cromossomos. Seus resultados também sugeriram que
espermatozodides de D. psudoobscura e D. melanogaster eram igualmente afetados por
doses similares de raios-X.

Luce et al. (1948) manteve ovos e larvas de D. melanogaster a 28°C ¢ irradiou-os
com raios-X em diferentes idades, variando de 5 a 86 h depois da oviposicdo. Em
seguida, os insetos foram criados até a fase adulta e contagens do numero de facetas
oculares foram feitas. Os resultados sugeriram que os raios-X reduziam as facetas
oculares apenas depois que a drea Optica tinha sido determinada e durante o periodo de
rapido crescimento.

Crouse (1950), usando Bradysia coprophila (Linter) (Diptera: Sciaridae), relatou
que quando as moscas adultas foram expostas a raios-X na sua idade mais suscetivel (46 a
72 h) o mesmo nimero de quebras cromossdmicas foi induzido por 2000 R (~19,5 Gy)
em odcitos como por 4000 R (~ 38,9 Gy) em espermatozoides.

Depois de 1950, iniciaram-se os experimentos de laboratdério para obtencdo das
informagdes necessarias para esterilizagdo da mosca-varejeira, Cochliomyia hominivorax,
praga-alvo dos primeiros programas de controle de pragas a utilizar a Técnica do Inseto
Estéril na América. Bushland e Hopkins (1951), utilizando um aparelho de raios-X do
Hospital Brooke Army (Texas), relataram que pupas 2 dias antes da emergéncia do adulto
de C. hominivorax expostas a doses de 2500 ¢ 5000 R (24,3 ¢ 48,7 Gy) de raios-X
originavam machos e fémeas estéreis, respectivamente. Em gaiolas de laboratorio, os

machos estéreis competiam satisfatoriamente contra os nao-irradiados no acasalamento
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com fémeas normais. Quando a razdo de machos estéril: fértil era de 5 ou 10 para 1, a
razdo de massas de ovos estéreis para normais era a mesma.

Na década de 1950, o uso de raios-X, embora totalmente viavel para estudos de
laboratério e liberagdes em campo de pequena escala, seria muito dispendioso para uma
produ¢do massal do nimero de moscas-varejeira estéreis necessario nos programas de
area-ampla desejado pelo governo dos E.U.A. A alternativa passou a ser a irradiacdo com
raios gama provenientes de fontes de “’Co (LINDQUIST, 1955).

Com o desenvolvimento de fontes gama pela Atomic Energy Commission dos
E.U.A., Bushland e Hopkins (1953) puderam realizar experimentos comparando raios-X e
gama para a C. hominivorax. Nesse trabalho, a radiagdo gama era proveniente de uma
fonte de ®®Co do Laboratério Nacional de Oak Ridge (apenas 40,7. 10'° Bq ou 11Ci),
enquanto os raios-X foram obtidos de um aparelho de radioterapia intensiva do Hospital
Brooke Army do Forte Sam Houston (Texas). Comparacdes entre 3 culturas de pupas
com 6 dias de idade tratadas com 5.000 R (~48,7 Gy) de raios-X e gama mostraram que
ambos produziram efeitos similares. A longevidade dos machos provenientes de pupas
ndo-irradiadas foi maior que a dos irradiados para os dois tipos de radiagdo. Também se
concluiu que nenhuma dose menor que 5.000 R era capaz de produzir 100% de
esterilidade (lotes com machos e fémeas) e que era melhor esterilizar pupas com mais de
cinco dias de idade.

Vale ressaltar que, depois desses trabalhos com C. hominivorax, foi iniciado, em
1954, o programa de erradicac¢do da varejeira na ilha de Curacao, sendo as moscas criadas
e esterilizadas com raios gama na Florida. Apenas 7 semanas ap0s o inicio das liberagdes,
deu-se por erradicada de toda a ilha. A erradica¢do da varejeira nos E.U.A. deu-se em
1979. Em 1991, o México foi oficialmente declarado livre da varejeira (DYCK et al.,

2005).
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Shivagi e Rastogi (1974) investigaram a inativagdo de enzimas apos a irradia¢ao
em baratas adultas. As doses variaram de 1200 a 9600 rads (12 a 96 Gy). Os autores
verificaram que a fosfatase acida era mais sensivel do que a alcalina aos raios-X e, com
relacdo aos tecidos estudados, no ceco hepatico dos machos e trato digestivo das fémeas.

Sacchi et al. (1977) avaliaram diferentes doses de raios-X e de néutrons em pupas
com 5 dias de idade de Piophila casei L. (Diptera: Piophilidae). Esses autores utilizaram
para irradiacdo um tubo de raios-X para radioterapia ¢ um reator Triga Mark II da
Universidade de Pavia e verificaram que a LDsy para raios-X foi obtida com 700 Gy e
170 Gy para néutrons. Quanto a esterilidade, a reducdo da fecundidade foi drastica a 75-
100 Gy de raios-X (mas sendo os ovos aparentemente normais), enquanto que sob doses
maiores que 30 Gy de néutrons, a fecundidade era nula. Na verdade, além de 30 Gy de
néutrons, havia completo atrofiamento dos ovarios, 0 mesmo se verificava para doses
maiores (entre 75-100 Gy) de raios-X. De maneira geral, os néutrons provaram ser mais
efetivos do que os raios-X em causar tanto mortalidade de pupas quanto esterilidade em
ambos sexos de P. casei. Além disso, os valores calculados para RBE a partir de uma
analise comparativa dos efeitos das duas radiag¢des para esterilidade (6 para machos e 3,5
para fémeas) foram proximos dos encontrados por Hooper (1971b) em Ceratitis capitata,
¢ as anormalidades observadas nos ovarios de P. casei irradiada com néutrons foram
similares as descritas para C. capitata por Causse et al. (1968) e Cavalloro e Delrio
(1974).

Mais recentemente, Dey e Manna (1983) observaram em Physopelta schlanbuschi
F. (Heteroptera: Largidac) que os cromossomos das espermatogOnias em metafase e
anafase I eram mais sensiveis a raios-X do que nos outros estagios da mitose.

Um acontecimeto recente interessante que vale ressaltar € o potencial crescente do

emprego de raios-X para desinfestagdo em tratamentos quarentenarios. Follett e
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Armstrong (2004) apoiaram a dose genérica proposta de 150 Gy para todas as moscas da
familia Tephritidae depois de conduzirem testes irradiando larvas de ltimo instar com
raios-X no Havai. Alonso et al. (2007) demonstraram que a irradiacdo por raios-X,
provenientes de uma fonte com um raio de energia de 0,8 MeV, ndo provocou efeitos
deletérios em laranjas “Clemenules” mandarins (Citrus reticulata Blanco) e representa
uma alternativa viavel para os exportadores de citrus espanhois. Na verdade, o United
States Food and Drug Administration (FDA) havia aprovado ja ha alguns anos o uso dos
raios-X com energia <7,5 MeV (gerados em maquinas com alvo feito de tantalo ou ouro)
para irradiacdo de alimentos a uma dose <1,0 kGy (FDA, 1986, 2004) e, para fins
quarentenarios contra C. capitata, o United States Department of Agriculture havia
estabelecido uma dose absorvida minima de 0,10 kGy (USDA, 2006).

O emprego de outras formas de irradiagdo também vem se consolidando no
campo da irradiacdo de alimentos, como a irradiacdo por elétrons acelerados (energia até
5 MeV). Estes tém sido sugeridos como um tratamento quarentenario para flores de corte
contra Tetranychus urticae (Koch.), Liriomyza trifolii (Burgess), Spodoptera litura (Fab.),
¢ Myzus persicae (Sulzer) (DOHINO; TANABE, 1994, KUMAGAI; DOHINO, 1995;
DOHINO et al. 1996, 1998). Nos ultimos anos, também tem sido reportado o uso de
elétrons de baixo poder de penetragdo (energias menores que 300 kV) para desinfestacdo
de grdos, temperos e alguns brotos (IMAMURA et al.,2004; REDDY et al., 2006),
podendo-se citar como grandes vantagens dessa tecnologia a menor influéncia sobre a
qualidade dos produtos e a ndo necessidade de se ter uma escudo protetor muito espesso,

o que nao eleva os custos da linha de desinfec¢ao do produto.
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4 MATERIAL E METODOS

Os bioensaios foram realizados no FAO/IAEA Agriculture & Biotechnology
Laboratory (Entomology Unit) em Seibersdorf (Austria), em salas climatizadas com
temperatura de 23+1°C e 65% de umidade relativa do ar, com fotofase de 14 h.

A linhagem de Ceratitis capitata utilizada foi a tsI-VIENNA 8/D53 (FRANZ,
2005). Na auséncia de recombinagdo genética, as fémeas sdo sensiveis a temperatura e
emergem de pupas brancas, enquanto os machos sdo resistentes as altas temperaturas e
emergem de pupas marrons (CACERES, 2002). A sexagem genética para esta linhagem
ocorre ao se expor os ovos no banho-maria a temperatura de 34°C por 24 h (CACERES;
FISHER; RENDON, 2000). Para A. fraterculus, os testes foram conduzidos utilizando-se
moscas de uma linhagem bissexual de uma colonia estabelecida a partir de uma
populagdo argentina (ENTOMOLOGY UNIT, 2006).

Os experimentos foram instalados em delineamento inteiramente ao acaso. Como
as condicdes da sala climatizada eram homogéneas, ndo foi necessario impor fator de

restricdo a casualizagao.

4.1 Fontes de Radiacao

A fonte de radiagio gama foi um irradiador de ®*Co (Gammacell-220) com
28.8.10'2 Bq (778,6 Ci) de atividade no comego dos testes (Figura 1a).

Os raios-X utilizados eram gerados por um irradiador de baixa energia self-
contained, o RS-2400, o qual foi adquirido pela IAEA em 2006 da RadSource

Technologies da Georgia, E.U.A. (Rad Source Inc., www.radsource.com). Esta unidade

opera com uma energia maxima de 150 keV, uma corrente que varia de 0-35 mA e uma
taxa de dose de 11,7 Gy/min. As pupas eram posicionadas no centro do cilindro de

irradiacdo (178 mm de diametro e 167 mm de cumprimento), o qual ficava preso a um
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suporte metalico de modo a poder rotacionar ao redor do tubo horizontal no qual eram
gerados os raios-X (Figura 1b).

Para cada lote de pupas irradiadas, foi realizada a dosimetria seguindo o sistema
dosimétrico Gafchromic® (filmes Gafchromic HD-810; International Specialty Products,

Wayne, NJ 07470, U.S.A.) (IAEA, 2004).

Figura la. Irradiador de ®°Co (Gammacell-220); Figura 1b. Irradiador de raios-X (RS-2400).

4.2 Efeito das radiacg0es sobre Fertilidade e Fecundidade

Para C. capitata, foram utilizados machos de 1* e fémeas das duas ultimas coletas
larvais. As pupas permaneciam em serragem por 5 a 6 dias, quando eram entdo separadas
por peneiramento e limpas. Com 9 a 10 dias de idade (48 e 24 h antes da emergéncia do
adulto), as pupas marrons eram irradiadas com as seguintes doses: 0 (testemunha), 15, 30,
60, 90, 120 Gy. Passado um dia apos a emergéncia de todas as moscas, 0os machos eram
separados para formar os casais com as fémeas ndo-irradiadas nas unidades
experimentais. Havia 12 repeticdes (gaiolas) para cada tratamento, com 3 casais por
gaiola, sendo feitas 4 coletas de ovos durante a semana. Nas gaiolinhas plasticas

desenvolvidas para confinar os casais (9 x 4,5x 4,5 cm), a dgua era fornecida por meio de
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um papel de filtro em constante contato com a adgua que residia no suporte da gaiola. A
dieta dos adultos, oferecida ad libitum, era a padrio feita de proteina hidrolisada:agucar
(1:3) (ICN Pharmaceuticals Inc., Aurora, OH). As fémeas ovipositavam através de um
tecido voil na tampa da gaiola. Imediatamente, abaixo dessa superficie de oviposicdo, era
colocada uma placa de Petri contendo papel de filtro negro umedecido para receber os
ovos que caiam por gravidade. Esse papel de filtro com ovos era substituido a cada 24 h

(Figuras 2 e 3).

Figura 2a. Unidades experimentais contendo casais de C. capitata; Figura 2b. Ovos sobre
papel de filtro umedecido, para evitar dessecacdo por 24 h.

Figura 3. Coleta dos papéis de filtro contendo ovos de C. capitata a cada 24 h.
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Apos a contagem do ntimero de ovos, o papel com ovos era colocado em placa de
Petri com esponja umedecida e, apds 5 dias, verificada a viabilidade dos ovos. Dessa
forma, eram obtidos os dados de fertilidade (numero de ovos vidveis) e fecundidade
(nmamero de ovos/fémea/dia).

Quanto a A. fraterculus, pupas (48-24 h antes da emergéncia dos adultos) foram
irradiadas com quatro doses: 0 (testemunha), 10, 20, 35 ¢ 70 Gy. Cinco dias apods a
emergéncia, os adultos eram selecionados. Para cada tratamento, a fertilidade foi avaliada
expondo-se 30 fémeas ou machos ndo-irradiados a 30 individuos tratados do sexo oposto,
respectivamente, durante uma semana em gaiolas cilindricas de acrilico (7.121,5 cm’).
Agua e alimento foram fornecidos ad libitum, sendo que a dieta dos adultos era uma
mistura de proteina hidrolisada (a mesma citada anteriormente), agucar e germe de trigo
(1:3:1). As fémeas ovipositavam em um dispositivo artificial, feito de uma placa de Petri
plastica perfurada, com tecido Vvoil recoberto por uma fina camada de silicone preto. Essa
placa era colocada sobre a rede no topo da gaiola, ficando preenchida com 4gua. Esta era

removida a cada 24 h para coleta dos ovos (Figura 4).
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Figura 4. Detalhes do bioensaio com A. fraterculus: a) Gaiolas contendo os casais (30
casais/gaiola); b) Detalhe dos ovos de A. fraterculus no dispositivo de oviposi¢do; ¢)

Coleta diaria e assepsia dos ovos; d) Detalhe dos ovos de A. fraterculus decantados nos

frascos de coleta.

O ntmero de ovos de cada gaiola era contado sobre um papel de filtro negro

umedecido, o qual era colocado em uma placa de Petri com esponja umedecida. A

porcentagem de eclosdo de larvas era avaliada depois de 5 dias. Havia 6 repetigdes para

cada tratamento e 4 coletas de ovos.

4.3 Emergéncia de adultos e Voadores
Para verificacdo da porcentagem de emergéncia dos adultos, 50 pupas de cada

tratamento foram colocadas em placas de Petri, sendo 10 repeti¢des/tratamento para C.
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capitata e 6 para A. fraterculus. Depois de 72 h, era calculada a porcentagem de
emergéncia de adultos.

Para avaliar a percentagem de moscas voadoras (fliers), foi seguida a metodologia
descrita no manual da FAO/IAEA/USDA (2003). Cinqiienta pupas eram colocadas dentro
de um circulo de papel no fundo de uma placa de Petri escura. Depois de as moscas
emergidas terem escapado ou perecido (aproximadamente 72 h), o contetido do interior
dos tubos opacos (moscas que restaram) era entdo contado. Foi utilizado o mesmo

numero de repetigdes do ensaio para emergéncia de adultos.

4.4 Longevidade sob estresse

Uma amostra de pupas tratadas era colocada em uma gaiola sem alimento nem
agua, ¢ depois de 2 h da emergéncia, 20 moscas (para Anastrepha, 10 machos e¢ 10
fémeas) eram colocadas em uma placa de Petri sem alimento nem agua (10 repeti¢des
para moscamed e 6 para A. fraterculus). Essas placas foram mantidas em local sem luz
por 48 h. Apos esse periodo, a porcentagem de sobrevivéncia foi calculada depois de

contar o nimero de moscas vivas.

4.5 Testes em Gaiola de Campo

Os testes de gaiola de campo foram realizados em quatro gaiolas de campo dentro
de uma casa de vegetagdo sob condi¢des controladas (22+2°C, umidade relativa de
60+10%). No centro de cada gaiola, foi posicionada uma muda de Citrus limon L. (1,7 m
de altura e copa com 1,5 m de didmetro), fornecendo as moscas superficie para as
atividades de acasalamento e descanso. Para C. capitata, 25 machos ¢ 25 fémeas da
colonia de laboratorio e 25 machos estéreis (irradiados com 90 Gy de raios-X ou y) da

mesma colonia foram liberados em cada gaiola.
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Para A. fraterculus, 20 machos e 20 fémeas da colonia de laboratério, 20 machos
estéreis e 20 fémeas irradiadas (ambos irradiados com 60 Gy) da mesma colonia foram
liberados.

De 48 a 24 h antes dos testes, as moscas foram marcadas individualmente de
acordo com seu tipo, aplicando-se um pequeno ponto de tinta na superficie dorsal do
torax com auxilio de um pincel e colocando-se as moscas dentro de uma rede anti-
mosquito (FAO/TAEA/USDA, 2003). Imediatamente ap6s a marcagdo, as moscas eram
transferidas para gaiolas (providas de alimento, 4gua e ventilagdo). No dia do teste, os
machos eram liberados primeiro nas gaiolas e recebiam 30 min. para se dispersarem e
estabelecerem territorios. Moscas mortas ou moribundas foram repostas. Trés horas apds
a liberacdo das fémeas, o nimero e tipo de acasalamento eram anotados, sendo os casais
classificados em macho e fémea férteis (MF), macho estéril com fémea fértil (EF), macho
fértil com fémea estéril (ME), e ambos estéreis (EE).

Para A. fraterculus, foram calculados de acordo com as férmulas propostas no
manual da FAO/IAEA/USDA (2003):

a) o indice de isolamento relativo:

EEXMF
EFXME

Relative Isolation Index- RIl =

(1)

b) o indice de isolamento reprodutivo:

Index of Sexual Isolation- ISI = (EE + MF) - (EF + ME) (2)

EE + MF + EF + ME

¢) e os indices de performance relativa para machos:

(EE+EF)-(ME+MF)

Male Relative Performance Index- MRPI = ;0 (3)
EE + MF + EF + ME

e fémeas:

Female Relative Performance Index- FRPI = (EE + ME) - (EF + MF) . 4

EE + MF + EF + ME
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Para C. capitata, foi obtido apenas o indice de esterilidade relativa:

Relative Sterile Index- RSI = i (5)
EF + MF

4.6 Eficiéncia Bioldgica Relativa

A Eficiéncia Biolodgica Relativa (Relative Biological Effectiveness ou RBE) para
uma dada radiacdo teste é calculada como sendo a dose da radiag¢do de referéncia dividida
pela dose do outro tipo de radiagdo necessaria para induzir o mesmo efeito bioldgico
(ICRP, 1991). Portanto, para os parametros com mesmo endpoint bioldgico, a RBE foi
calculada através da formula

RBE - Doseda radlag_ao [eferenua ©)
Dose daradiacaoteste

Neste estudo radiobioldgico, os valores de RBE foram calculados considerando a
radiacdo gama como a de referéncia por razdes praticas, ja que ela se aproxima do limite
minimo tedrico de eficiéncia bioldgica, além de ser amplamente disponivel (BORECK et

al., 1983).

4.7 Analises Estatisticas

Para a andlise estatistica dos dados relacionados a esterilidade induzida pelas
doses de radiacdo, foi realizada regressdo probitica pelo programa PoloPlus (LeOra
Software 2003, version 1.0, CA, U.S.A.). Para verificar a adequacdo dos dados as
pressuposi¢des do modelo probitico, foi observado o ajuste do modelo matematico

utilizado (coeficiente de determina¢do). Também foi testada a hipdtese de paralelismo
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(igualdade de coeficientes angulares). Os valores de razdo de dose de esterilizacdo
gerados pelo PoloPlus serviram como a RBE descrita anteriormente. Para estudo da
fecundidade, foi analisada a variavel nimero médio de ovos acumulados nos 4 dias de
coleta, aplicando-se teste F a andlise de variancia (p<0,01). Para emergéncia de adultos,
voadoras e longevidade sob estresse, foi aplicado o mesmo teste mencionado para
fecundidade, e, quando detectada diferenga significativa, o teste de Tukey (a=0,01) foi
utilizado para comparar as médias. As médias dos indices sexuais RSI, RII, MRPI, e
FRPI foram comparadas pelo teste-t de Student (0=0,05). As andlises foram efetuadas

através do programa estatistico SAS 9.1 (SAS INSTITUTE, 2003).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Esterilidade induzida pelas radiacoes

A maioria das curvas dose-resposta assume uma forma sigméide (PARKER;
MEHTA, 2007), e, visando facilitar a comparacdo da eficiéncia de esterilizacdo entre
raios-X e gama, foi adotada a andlise por Probit para se estudar as curvas de probites
estimados versus log(dose) (Tabela 1 e Figuras de 5 a 7). Pelos valores dos coeficientes
de determinacdo (Tabela 1), o modelo probitico mostrou-se adequado ao conjunto de
dados. As doses estimadas de 50, 90, e 99% de esterilizagdo, com seus respectivos

intervalos de confiancga, estdo resumidas na Tabela 2.

Tabela 1- Equacgdes de Probit para as duas radiacoes.

Coeficiente angular ~ )
Tratamentos +EP Equacao r
. Raios-X 2,77£0,25 =2,01+2,77.1 0,86
C. capitata aos Y 0g(x)
Raios y 2,88+0,24 y=1,25+2,88.log(x) 0,89
Machos de Raios-X 2,2040,17 y=13,73+2,22.log(x) 0,89
A. fraterculus
Raios y 2,23+0,47 y=3,33+2,23.log(x) 0,79
Fémeas de Raios-X 3,56+0,98 y=0,39+3,56.log(x) 0,69
A.fraterculus — paiogy 5,19+1,002 y=-1,95+5,19.log(x)  0.82

* y=Probit e x=dose.
** Graficos isolados das equagdes estio apresentados nos anexos B, C, E, F, He L.
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Tabela 2- Doses estimadas de esterilizacao e valores da Eficiéncia Biologica Relativa.

Tratamentos | DEsc | RBE | DEw | RBE | DEw | RBE
: 11,9 34,71 82,7
o RaosX o eslea) L6 (268:40.5) L6 6L1;100) 155
C. capitata (1,5 1,8) (1 401 8) (1 31 7)
Raios 20,01 55,7 T 1282 S
T (16,13;24,8) (45,2; 62,1) (91,6; 161,03)
: 3,71 13,94 41,001
Machos de Raios-X 5 450 5.2 152 (10,01; 20.8) 153 (28,5; 65,8) 153
A. fraterculus (1,4; 1,6) (1,4; 1,6) (1,3; 1,6)
Raios 1 5,65 21,3 62,7
2,31;15.2) (15,2; 35,1) (38,9; 111,03)
. 19.6 44.9 88.4
Femeasde  HOSK04408) 111 (189;938) 0.86 (27.8:247.9) 0,69
A. fraterculus Raios 21,9 (0,3; 1,9) 38,6 (1,2; 1,5) 61,3 0,1; 1,3)
T (14,9, 32,5) (25,34; 61,4) (34,9; 112,2)

* DE= Dose que induz 50, 90 ou 99% de esterilidade.
** Valores entre parénteses representam os intervalos de confianga ao nivel de 95%.
*#* RBE= Eficiéncia biologica relativa (Dose de raios y + Dose de raios-X).
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Figura 5. Probites estimados da esterilidade obtida de cruzamentos entre fémeas férteis e
machos irradiados de C. capitata, e seus intervalos de confianga (95%).
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Figura 6. Probites estimados da esterilidade obtida de cruzamentos entre fémeas férteis e
machos irradiados de A. fraterculus, e seus intervalos de confianca (95%).
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Figura 7. Probites estimados da esterilidade obtida de cruzamentos entre fémeas
irradiadas e machos férteis de A. fraterculus, e seus intervalos de confianga (95%).
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A fertilidade média de C. capitata do grupo controle foi de 63,31+£2,61%. Este
baixo valor ¢ esperado para a linhagem utilizada. Outros estudos sobre condigdes de
armazenagem ¢ envios de longa distancia de ovos de tsI-VIENNA 8/D53 revelaram
viabilidade de ovos nos grupos controle, a 25°C, de 79,2+0,4% (CACERES et al., 2007) e
55,3+7,1% (MAMAN; CACERES, 2007).

Em rela¢do aos machos irradiados de C. capitata, 99% de esterilidade pode ser
alcangada com doses de 82,7 Gy de raios-X e 128,2 Gy de raios gama. Portanto,
considerando 99% de esterilidade como um endpoint, a RBE foi de 1,55 (Tabela 2). De
acordo com Franz (2000), machos de tsl-genetic sexing strains que carregam uma
translocagdo reciproca simples ja sdo parcialmente estéreis e, quando irradiados 24 h
antes da emergéncia do adulto com doses de 80-90 Gy, tornam-se 99% estéreis.

A hipoétese de paralelismo ndo foi rejeitada (p>0,05; df: 1; Qui-quadrado: 0,18; tail
probability: 0,67) e, portanto, os coeficientes angulares das equagdes ndo diferiram
significativamente (Figura 5). Biologicamente, como no conceito de “poténcia” definido
por Finney (1971), o paralelismo pode ser interpretado pelo fato de as duas radiacdes
conseguirem provocar mudangas no sistema vivo na mesma taxa ou proporcionalmente
no mesmo caminho. Também se verificou a sobreposi¢do dos intervalos de confianca
(Tabela 2), demonstrando que a maioria das doses ndo diferiu significativamente.

Para A. fraterculus (Tabela 2), a fertilidade também diminuiu significativamente
com o aumento das doses de radiagdo. Quando machos irradiados foram expostos a
fémeas férteis, houve uma reduc¢ao significativa da fertilidade (aproximadamente 99%) ja
em baixas doses como 41 Gy de raios-X e 62,7 Gy de raios gama, comparando-se com a
testemunha. A hipdtese de paralelismo ndo foi rejeitada (p>0,05; df: 1; Qui-quadrado:

3,43; tail probability: 0,064).
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Quando as fémeas irradiadas de A. fraterculus foram expostas a machos férteis
(Tabela 2), nas doses estimadas de 88,4 Gy de raios-X e 61,3 Gy de raios gama, apenas
1% das larvas eclodiram (portanto, uma RBE de 0,69). A hipdtese de paralelismo
(p>0,05; df: 1; Qui-quadrado: 0,58; tail probability: 0,445) nao foi rejeitada (Figura 7).

Walder e Calkins (1993) demonstraram que 50 Gy de raios gama induziam 100%
de esterilidade em machos de A. suspensa (Loew). Toledo et al. (2004) verificaram 99,5%
de esterilidade em fémeas férteis de A. obliqua com 40 Gy de raios gama (pupas dos
machos irradiados 48 h antes da emergéncia). Rull et al. (2007), trabalhado com A.
ludens, demonstraram que doses entre 40-80 Gy induziam 95% ou mais de esterilidade
nos machos irradiados 2 dias antes da emergéncia.

Na Tabela 2, deve-se chamar a atencdo para o fato de que os baixos valores das
doses estimadas para machos de A. fraterculus ndo eram esperados. Esses valores
deveriam estar mais proximos ou acima dos calculados para as fémeas irradiadas. Apesar
de haver excecdes, fémeas de artropodes sdo, de maneira geral, mais radiosensiveis que
os machos. Em fémeas de C. capitata, por exemplo, quando as pupas sdo irradiadas dois
ou mais dias antes da emergéncia do adulto, a produ¢do de ovos cessa com doses bem
menores do que as necessarias para a esterilizacdo dos machos (BAKRI et al., 2005a).

Outro ponto para o qual se deve chamar aten¢do na Tabela 2, ¢ que, apesar de a
DE99 estimada para fémeas de A. fraterculus com raios-X ter sido de 88,4 Gy, na pratica,
as fémeas ndo ovipositaram quando irradiadas com 70 Gy das duas radiagdes. Resultados

semelhantes foram encontrados por Allinghi et al. (2007).
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5.2 Fecundidade e Parametros de Controle de Qualidade

As varidveis fecundidade e de controle de qualidade (médiasterro padrdo) para as

diferentes doses de raios-X e gama estao resumidas nas Tabelas 3 e 4.

Os parametros de fecundidade (de cruzamentos entre machos irradiados e fémeas

férteis), emergéncia de adultos, voadoras e sobrevivéncia ndo foram afetadas

significativamente pelas doses dos dois tipos de radiagdo tanto em C. capitata quanto em

A. fraterculus (p<0,01).

Tabela 3 - Parametros de controle de qualidade (médiaterro padrdo) para Ceratitis

capitata.
Dose (Gy) Fecundidade Eme(l;%e;nma Voadores (%) Sobrt?%enma
Testemunha 344{8i44’49 a 91,2+1,47 a 82,4+2.68 a 84+4,99 a
(n=4135)
15-raios-X | SOLO8EITITAgh0i069a  85642,55a  85,542,63a
(n=4339)
30 - raios -X 31(652%32’)81 a 92.242.03 a 82.442.62 a 85+4.78 a
60 - raios -X 4(3115:’5;‘;2’)04 T g96+195a 83.6+1,63a 924327 a
90 - raios -X 4?3;1%‘;?’1 a 891,98 a 7843,44 a 83,544 48 a
120 - raios -X 3(232’288?%’9 T 87442272 7924252a 81+4,34 2
15 — raios y 4(2117:’35313%}7 2 87,8+1,5 a 85,4198 a 87,5+3,44 a
30 - raios y 3?112:’371?2‘}9 a 9141,59a  83,6+1,83a 833,67 a
60 — raios y 3?;;37%2?’1 a 90,6+2,0 a 802,67 a 83,5+4,95
90 — raios y 4(132’389??9 a 92,8+1,61 a 81,6+2,25 a 8143,79 a
120  raios y 4(61?:’2;3?’7 T 90441952 77,643,54a 86+4,52 a
C.V. (%) 34,14 6,23 9,98 15,45

* n= namero total de ovos coletados.

** Nao ha diferenga entre médias seguidas pela mesma letra (Tukey, 1%).
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Tabela 4 - Parametros de controle de qualidade (médiaterro padrao) para Anastrepha
fraterculus.

Dose (Gy) (r';ae;‘iri‘r‘ﬂgggoex I:(?n(;gl?ocii’gt?l?(e Emergéncia  Voadores Sobrevivéncia
fémea fértil) fémea irradiada) (%) (%) (%)

Testemunha 142&6:%172’3 a 221(3’:117;[219679)’4 B 781272 593+16la 74+462a

10- raios -X | (73;5;2735,2 ? 7?;;?;15%‘)"3 ® 793:28a 533£523a  783%40la

20- raios -X 104?1;1363?5’7 2 3%3;311932%)0 1o 8474332 7243722 76742,11a

. 1724,6742662a  71,3313,1d

35- raios X | (0o 28) 833:1,69a 623+7,63a  783£601a

70- raios -X l(fi%j;j?’s a (r?:%) 853+1,76a S547+563a  71,7£3.07a

10~ raios y 1(?1196?93?’7 ? 15?3;7;29762;’1 8 8374328a 627:6,17a  673+48la

20 raios y 7311;1%59‘)"1 2 8?5;25?52(;’2 8 §774381a 65743592  71,7+307a

. + +

35— raios y (11?;1131352;),6 ¢ l(i 7:’88237)7°9 ¢ 824343a 647+4,18a 8334333

70— raios y 1613;1 39?9;;’4 : (1?:%) 86,7+2,82a  58+4.82a  66,7+4,22a
C.V. (%) 42,24 142 8,26 19,96 13,42

* n= niimero total de ovos coletados.

** Nao ha diferenca entre médias seguidas pela mesma letra (Tukey, 1%).

**%* Médias originais nesta tabela.

#*%% Og valores de fecundidade de fémeas irradiadas precisaram ser transformados por (x+k)"~ antes das
analises.

Para estudar a fecundidade, foi analisado o nimero de ovos acumulados nos 4 dias
de coleta. Tanto para a moscamed (F=1,55; p=0,129) e A. fraterculus (machos irradiados
x fémeas férteis) (F=2,32; p=0,035), ndo houve evidéncia estatistica significativa de
efeito das diferentes doses de radiagdo sobre a fecundidade de fémeas férteis. O nimero
médio estimado de ovos colocados diariamente por cada fémea em todos os tratamentos
foi de 32,02+1,24 e 11,7+3,89 ovos/fémea/dia para moscamed e A. fraterculus
respectivamente.

Entretanto, em fémeas irradiadas de A. fraterculus, a oviposi¢do foi severamente

reduzida com o aumento da dose de radiagcdo (F=206,57; p<0,001). A dose de 35 Gy de
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raios-X ¢ gama induziram 96,8% e 93,8% de redugdo na colocacdo de ovos
respectivamente.

Allinghi et al. (2007) também encontraram que 40-70 Gy de radiagdo gama foram
suficientes para induzir a esterilidade completa ao impedirem a oviposi¢do em A.
fraterculus (vale ressaltar que os procedimentos dosimétricos ndo foram relatados).
Segundo Walder e Calkins (1993), fémeas de A. suspensa ndo ovipositam depois de
expostas a 25 Gy, devido ao fato dos ovarios ficarem atrofiados. Em A. ludens, 40 Gy ¢é
suficiente para deixar as fémeas infecundas, quando irradiadas 48 h antes da emergéncia

(RULL et al., 2007).

5.2.1 Emergéncia e Voadores

Nem a emergéncia de adultos de moscamed (F=1,0; p=0,45) e A. fraterculus
(F=1,29; p=0,27), nem a porcentagem de voadoras (F=1,13 e p=0,35 para moscamed;
F=1,35 ¢ p=0,245 para A. fraterculus) foram significativamente afetadas pelas doses
(Tabelas 3 e 4). Os valores de emergéncia e voadoras foram maiores que 77% e 52%
respectivamente.

As porcentagens minimas pos-irradiagdo que sdo aceitdveis segundo a
FAO/TAEA/USDA (2003) sao de 70% de emergéncia e 60% de voadoras para genetic
sexing strains (GSS) de C. capitata, 90 ¢ 80% para A. suspensa, 80 ¢ 72% para A.
obliqua. Na colonia de A. fraterculus da Argentina, a emergéncia média é em torno de
88% (VERA et al., 2007). Toledo et al. (2004), trabalhando com A. obliqua, verificaram
valores de emergéncia maiores ou iguais a 90% entre as doses de 15 a 100 Gy, e voadoras

de 67 a 90% para pupas irradiadas 48 antes da emergéncia do adulto.
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5.2.2 Longevidade sob estresse

Depois do periodo teste de 48 h, a sobrevivéncia no ensaio de longevidade sob
estresse para moscamed e A. fraterculus foram maiores que 50%, com médias de
84+0,94% (F=0,57; p=0,84) e 74,2+1,83 (F=1,82; p=0,098) para a primeira e ultima
respectivamente.

As porcentagens minimas especificadas pela FAO/IAEA/USDA (2003) sao de
40% para GSS de C.capitata, 40% para A. obliqua (periodo de 72 h) e 55% para A.

ludens (também depois de 72 h).

5.2.3 RBE para os parametros de controle de qualidade

Os valores de RBE para emergéncia, voadoras e sobrevivéncia também foram ao
redor de 1 para as duas espécies. Por exemplo, observando apenas os resultados de
moscamed (Tabela 3) e trabalhando com as doses reais (obtidas pela leitura dos filmes
Gafchromic), no grupo de 120 Gy, para se obter uma emergéncia de 89%, as doses reais
recebidas pelas moscas foram de 131,65 Gy de raios-X e 147,63 Gy de raios v, e,
portanto, a RBE foi de 1,12. Na dose de 90 Gy e para uma porcentagem de voadoras de
79%, a RBE foi de 1,09 (112,32 Gy de raios y/ 103,32 Gy de raios-X). E para uma
sobrevivéncia de 85% no grupo dos 15 Gy (doses reais de 8,51 Gy de raios-X e 9,46 Gy

dey), a RBE foide 1,11.
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5.3 indices Sexuais

Também ndo foi encontrada diferenca significativa entre raios-X e radiacdo gama
com relacdo aos indices sexuais de compatibilidade e competitividade (Tabela 5 e Figuras
8all) (ANOVA, p<0,05).

O indice de esterilidade relativa (RSI) serve como indicador da competitividade
sexual entre duas amostras ou populagdes, e seu valor pode variar de 0 (significa que
apenas fémeas selvagens acasalam-se apenas com machos selvagens) a +1 (fémeas
selvagens acasalam-se apenas com machos estéreis). Os indices de esterilidade relativa
(RSI) foram 0,46+0,03 para moscamed irradiada com 90 Gy de raios-X e 0,35+0,06 para
machos irradiados com a mesma dose de radiacao y (F=2,73; p=0,129). Como esses
resultados foram proximos de +0,5, isto indica que as fémeas acasalaram-se

indiscriminadamente com machos férteis e estéreis.

Tabela 5 - Indices sexuais (médiaterro padrio) para Ceratitis capitata e Anastrepha
fraterculus.

TRATAMENTO RSI RII ISI MRPI FRPI
. i0s-X 0.460.027
C. capitata ralf)s :
raios y 0.35£0.059 a --- - - -
raios-X 1.12£0.3a  0.0058+0.09  -0.2+0.09a  -0.11+0.09 a
A. fraterculus a
raios y 20341532 0063:0.16a ORI 00702001
C.V. (%) 8.18 36.8 15.5 15.5 13.4

* Nao ha diferenca entre médias seguidas pela mesma letra (Tukey, 5%).

O indice de isolamento relativo (RII) d4 uma indicagdo da compatibilidade sexual
entre duas populagdes, sendo que o valor +1 indica que os acasalamentos sao ao acaso e

valores maiores indicam acasalamentos com alguma tendéncia. Esse indice pode ser
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interpretado como o numero de machos estéreis que devem ser liberados para
equivalerem a 1 macho selvagem, sendo que os valores geralmente estdo entre +1,5 e +5,
mas com valores constantemente acima de 3 representando causa de preocupacdo para o
programa (CALKINS; PARKER, 2005). As médias dos indices de isolamento relativo
(RIT) foram 1,12+0,3 e 2,03+1,53 para os insetos irradiados com raios-X e y (F=2,18;
p=0,173). Um RII ao redor do valor 1 também indica acasalamento aleatorio para A.
fraterculus.

O indice de isolamento reprodutivo (ISI) serve de medida da compatibilidade
sexual entre duas populagdes. Esse indice considera o nimero de casais obtidos para cada
combinacdo possivel, com valores variando de -1 (todos os acasalamentos sdo com
membros da populacdo oposta), passando por 0 (acasalamentos ao acaso) e indo até +1
(total isolamento entre as duas populacdes). Os valores de ISI de -0,0058+0,09 e
0,063+0,16 para raios-X e gama, respectivamente, demonstraram niveis satisfatorios de
compatibilidade entre as moscas estéreis e as nao irradiadas. Nao houve diferenca
significativa entre as amostras (F=0,14; p=0,714).

O indice de performance relativa dos machos (MRPI) ¢ uma medida da
capacidade dos machos estéreis em acasalar com as fémeas selvagens, e seus valores vao
de -1 (indica que todos os acasalamentos foram feitos pelos machos selvagens) a +1
(todos os casais foram formados pelos machos estéreis). Pela Tabela 5, percebeu-se que
os machos estéreis de A. fraterculus foram t3o eficientes em formar casais quanto os
machos nao-irradiados (F=0,88; p=0,369), apresentando médias de MRPI iguais a -
0,2+0,09 e -0,043+0,14 para moscas irradiadas com raios-X e gama respectivamente.

O indice de performance relativa das fémeas (FRPI), como o MRPI, ¢ uma medida
da capacidade das fémeas estéreis em acasalar com os machos selvagens, e seus valores

também variam de -1 a +1. Os indices de performance relativa das fémeas (FRPI) foram
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proximos de zero, indicando que fémeas irradiadas e ndo-irradiadas com os dois tipos de

radiacdo de A. fraterculus participaram igualmente na formagao de casais (F=0; p=0,99).

. RSI - Raios-X .
B AR AN — .
0 0,525 05 0,575 1
Machos silvestres Ambos machos Macho esteéril
. RSI - Raios y .
T R I ,
0 0,525 0,5 0,575 1
Machos silvestres Ambos machos Macho esteril
Figura 8. Indice de esterilidade relativa para machos de C. capitata.
| | RII 4 Raios-Xl
---------- n—é.—r------------——————é————--------------------»
i % 1 & & & & & 3 & &

Ambos machos

solamento sexual

0 0,5 1 1.5
Ambos machos

2 25 3 3.5 4 4,5 5
lsolamento sexual

Figura 9. Indice de isolamento relativo para A. fraterculus.
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ISI - Raios-X
Rl e o i .+|' ------------------------ >
-1 -0,75 -0,5 -0,25 0 0,25 0,5 0,75 1
Compatibiidade Cruzamento aleatério lsolamento
(100%) (100%)
ISl - Raios v
e e T e ' - S T e >
-1 -0,75 -05 -0,25 0 0,25 05 0,75 1
Compatibilidade Cruz amento aleatorio Eolamento
{100%) (100%)
Figura 10. Indice de isolamento reprodutivo para A. fraterculus.
_____________________ PSP [P B
FRPI *
MRPI[* -=---=====sccce==- e o e L e R >
-1 -0.75 -0.5 -0,25 .00 0,25 0.5 0,75 1
Machos sivesires Ambos machos Machos estéreis
Raios-X
Fm)’ ------------------- v . N T e A P A S e el e o
MRPI --------------------- Aﬁ ----------------------- >
-1 -0,75 -0,5 -0,25 0.00 0,25 05 0,75 1
Machos sivestr Machos est
sivestres A —— estéreis
Raios y

Figura 11. Indices de performance relativa para A. fraterculus.
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5.4 Discussao sobre a Eficiéncia Bioldgica Relativa (RBE)

A International Commission on Radiological Protection (ICRP) na sua 60*
publicacdo designou, para propositos de radioprotecdo, o valor de 1 para o fator de
qualidade (Q) e o fator de peso radiobiologico (weighting factor ou wWR) de raios-X,
radiacdo gama, elétrons e outras particulas ionizantes que t€ém uma transferéncia linear de
energia (linear energy transfer ou LET) menor que 3,5 keVum™. A suposi¢io implicita,
determinada por dados obtidos dos sobreviventes das bombas atomicas de Hiroshima e
Nagasaki e de mulheres que receberam fluoroscopias multiplas, era de que raios-X de
baixa energia teriam a mesma eficiéncia biologica que raios y de alta energia
(predominantemente na faixa de 2 a 5 MeV). A maioria das estimativas de risco atuais
ainda se baseia nessa suposi¢ao.

Entretanto, existem diferengas na RBE para fotons de diferentes energias, e ela
tende a aumentar com a diminui¢ao da energia fotonica devido aos diferentes padrdes de
deposi¢ao de energia (HILL, 2004). Enquanto fotons de alta energia interagem com as
células predominantemente através dos efeitos fotoelétrico e Compton, fotons de baixa
energia interagem principalmente pelo efeito fotoelétrico. Em energias mais elevadas (>5
MeV) a Producao de Pares comeca a ser mais importante (KELLERER, 2002; MESTRES
et al., 2008).

Diversos estudos tém mostrado que ¢ esperado de raios-X de baixa energia uma
maior RBE, por unidade de dose absorvida, do que raios-X de alta energia ou raios vy, por
causa da producdo de elétrons secundarios de baixa energia, com uma correspondente
maior LET (HILL, 2004). Underbrink et al. (1976) encontraram uma RBE de 2 a 0,04 Gy
para raios-X (200-500 keV) em comparagio com raios y de ®°Co, para indugio de

mutagdes de cor rosa nos estames de Tradescantia.
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Borek et al. (1983), utilizando como endpoint transformag¢des malignas in vitro em
células de mamifero, demonstraram que a baixas doses a freqiiéncia de transformacao
oncogénica de raios-X de 300 kV era quase o dobro que a de radiagdo gama proveniente
de ®®Co a 0,03 Gy. Brenner e Amols (1989) calcularam teoricamente a resposta relativa
de raios-X para mamografia em relag@o a raios-X e y de alta energia. Estes dois autores,
por resultados microdosimétricos, calcularam, a baixas doses, valores de RBE ao redor de
1,3 (entre raios-X provenientes de molibdénio e raios-X de 80 e 250 kV) e de 2 (entre
raios-X de molibdénio e raios y). Brenner et al.(2002) demonstraram, para 0 mesmo tipo
de células utilizadas por Borek et al. (1983), uma RBE de 1,96+0,78 a baixas doses de
raios-X monoenergéticos de 15,2 keV (similar a energia média de raios-X para
mamografia) em relagdo a radiagio gama de "*'Cs.

Resultados semelhantes foram obtidos para mutacdes e aberragdes cromossomicas
em outras cé¢lulas humanas, como linfocitos e 6vulos (SCHMID et al., 1974; VIRSIK et
al., 1980; LITTLEFIELD et al., 1989; NIKJOO et al.,, 1991; MILL et al.,, 1996;
FRANKENBER-SCHWAGER et al., 2002; LUDWIKOW et al., 2002; SLONINA et al.,
2003; KRUMREY et al., 2004).

Mestres et al. (2008) realizaram uma avaliagdo citogenética de FISH (fluorescence
in situ hybridization) da RBE de raios-X de 30, 80 e 120 kVp, irradiando amostras de
sangue com doses de 0,05 a 3 Gy. Analisando diferentes parametros biologicos, para
raios-X de 30 kVp, os valores estimados de RBE variaram de 1 a 8.

Entretanto, em virtude das diferencas existentes entre as células de mamiferos e de
artropodes e da faixa de doses usualmente aplicada nos programas que integram a TIE, ¢
de se esperar que valores de RBE ndo unitarios entre raios-X e radiacdo 7y, como 0s
citados anteriormente, ndo sejam encontrados nos procedimentos rotineiros de irradiacao

para TIE.



62

As células de dipteros sdo 3 a 9 vezes e de lepidopteros, 52 a 104 vezes mais
radioresistentes que células de mamiferos a irradiacdo por raios-X (KOVAL, 1983)
devido a varios mecanismos. Células de lepidopteros, por exemplo, possuem mecanismos
superiores de reparo da fita de DNA e sintese nao-programada de DNA (induzida por
raios-X) quando comparadas a células de mamiferos (KOVAL et al., 1978; KOVAL et
al., 1979). A radioresisténcia também aumenta com a idade do inseto. A indug¢do de nao-
emergéncia de adultos, por exemplo, exige que os discos imaginais tenham sido
danificados nos estagios anteriores de ovo ou larva (NATION et al., 1995). Com excecao
das células das gonadas e algumas do trato digestivo, praticamente ndo ocorre mitose
celular em moscas adultas (BOZUCK, 1972).

Em relagdo as doses, de acordo com a base de dados IDIDAS, as doses de
radiacdo necessarias para indugdo de esterilidade em Diptera variam de 20 a 150 Gy
(BAKRI et al., 2005b). Nas biofabricas de criacdo massal de moscas-das-frutas ao redor
do mundo, a dose aplicada para indu¢do da esterilidade varia entre 90 e 140 Gy para C.
capitata, 70 e 80 Gy para A. ludens, e é de 80 Gy para A. obliqua no México (BAKRI et
al., 2005a).

Portanto, ¢ por isso que, no caso particular de insetos, a maioria dos estudos tém
sugerido que radiagdo gama, elétrons de alta energia e raios-X podem ser usados nos
programas que t€m a TIE como componente (BUSHLAND; HOPKINS, 1951, 1953;
BAUMHOVER et al., 1955; LINDQUIST, 1955; BAKRI et al., 2005a). Varios estudos
também ndo encontraram diferenca significativa entre elétrons e raios gama quanto aos
efeitos letais produzidos para certas doses e estdgios de desenvolvimento (HOOPER,

1971a; ADEM et al., 1978; WATTERS, 1979; DOHINO et al., 1994).
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Os estudos radiobioldgicos descritos neste trabalho demonstraram que ndo existe
diferenca significativa na eficiéncia biologica entre raios-X e y na faixa usual de doses
empregada nos programas que liberam insetos estéreis.

E necessario ressaltar que a dose absorvida é um pardmetro-chave na Técnica do
Inseto Estéril e deve ser monitorada constantemente, especialmente para A. fraterculus.
Isto porque ainda ndo existem linhagens sexuais genéticas para essa espécie que permitam
a liberacao apenas de macho estéril. A prerrogativa, neste caso, ¢ de que deve-se escolher
uma dose de radiacdo minima tal que provoque 100% de esterilidade nas fémeas. A
fertilidade residual nos machos ¢ de menor importancia, porque ela simplesmente reduz a
velocidade na qual a populagdo estd sendo suprimida. J4 para as fémeas irradiadas, uma
fertilidade residual de 2%, por exemplo, seguindo uma razdo de liberacdo de 100 insetos
estéreis para 1 selvagem, na verdade dobraria o numero de insetos da proxima geracao
(ROBINSON, 2005). Os diretores dos programas também devem ser encorajados a
encontrar um equilibrio entre esterilidade e competitividade, visando-se evitar uma
reducdo na inducao de esterilidade na populagdo selvagem.

Apesar de haver algumas questdes pendentes como a calibragdo de um sistema
dosimétrico mais adequado, essa nova geracdo de irradiadores de raios-X pode agora
atender a demanda de expansdo dos programas nacionais de controle de moscas-das-
frutas dos paises-membros da ONU. Além disso, tais irradiadores possuem uma série de
vantagens sobre os de radioisétopos, tais como melhor aceitagao publica, exigéncias mais
simples por parte das legislagdes nacionais, ndo ¢ produzida radiacdo enquanto o aparelho
esta desligado, inexisténcia de rejeito radioativo, irradiagdo de maior quantidade de pupas
(quase 20 L, enquanto que no Gammacell-220 o maximo ¢ de 2 L), e menor custo de
transporte (o transporte de uma fonte radioativa custa aproximadamente US$ 50.000,

contra US$ 6.000 de um aparelho de raios-X) (IAEA, 2007).
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Na Argentina, é esperada uma expansao do programa federal (PROCEM) para as
areas de citrus nos proéximos anos, ¢ Paquistdo e Costa Rica ja declararam interesse por
esta tecnologia (PARKER et al., 2008). Uma unidade do irradiador de raios-X RS-2400 ja
foi adquirida pelo Brasil e deve entrar em operagdo no primeiro semestre de 2009 na
Biofabrica. MOSCAMED Brasil, a qual foi estabelecida na fronteira agricola do semi-
arido no Nordeste brasileiro com o objetivo inicial de suprimir as populagdes de moscas-

das-frutas no Vale do rio Sao Francisco.
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6 CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos nos bioensaios de radiobiologia deste trabalho,
pode-se concluir que:

1) Nao existe diferenca significativa na eficiéncia biologica relativa (RBE) entre
raios-X e y na faixa usual de doses empregada nos programas que liberam moscas-
das-frutas estéreis.

2) Os parametros de fecundidade (de fémeas férteis cruzadas com machos
irradiados), emergéncia de adultos, voadores e sobrevivéncia ndo sdo afetados
pelos dois tipos de radiagdo, quando as pupas de C. capitata e A. fraterculus sdo
irradiadas de um a dois dias antes da emergéncia dos adultos.

3) Para moscas de uma mesma linhagem e colonia, insetos férteis e estéreis
participam igualmente na formagdo de casais e ndo ha indicacdo de diferenca

significativa entre raios-X e vy.
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ANEXO A — Curvas estimadas de esterilidade para machos irradiados de C.
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ANEXO B — Probites estimados e observados da esterilidade de machos de C. capitata

irradiados com raios-X e o intervalo de confianga (95%).
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ANEXO C — Probites estimados e observados da esterilidade de machos de C. capitata
irradiados com raios y e o intervalo de confianca (95%).
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ANEXO D — Curvas estimadas de esterilidade para machos irradiados de A. fraterculus.
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ANEXO E — Probites estimados e observados da esterilidade de machos de A. fraterculus

irradiados com raios-X e o intervalo de confianga (95%).
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ANEXO F — Probites estimados e observados da esterilidade de machos de A. fraterculus

irradiados com raios y e o intervalo de confianca (95%).
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ANEXO G — Curvas estimadas de esterilidade para fémeas irradiadas de A. fraterculus.
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ANEXO H - Proébites estimados e observados da esterilidade de fémeas de A. fraterculus

irradiadas com raios-X e o intervalo de confianga (95%).
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ANEXO I — Proébites estimados e observados da esterilidade de fémeas de A. fraterculus

irradiadas com raios y e o intervalo de confianga (95%).
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