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RESUMO

ROCHA, A. C. P. da. Determinacao da dose de radiacdo gama esterilizante pela
avaliacdo dos parametros biolégicos de machos de Ceratitis capitata (Diptera:
Tephritidae), linhagem tsl — Vienna 8. 2011. 55 f. Dissertagao (Mestrado) — Centro
de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2011.

A linhagem tsl (temperature sensitive lethal) - Vienna 8 da espécie Ceratitis capitata,
por apresentar mutacfes que facilitam a criacdo e a liberagcdo de apenas machos
estéreis no campo, vem sendo utilizada em programas de controle da mosca-do-
mediterraneo com o uso da técnica do inseto estéril. O objetivo deste trabalho foi
determinar a dose de radiagcdo gama que proporciona o maior indice de esterilidade
para machos da espécie C. capitata - linhagem tsl — Vienna 8, avaliando seus
parametros biolégicos que indicam a qualidade dos machos estéreis a serem
liberados. Pupas marrons (machos) da linhagem tsl, provenientes da criacdo do
laboratorio de Irradiagdo de Alimentos e Radioentomologia do CENA/USP, foram
submetidas a radiacédo gama (*°Co) 24 horas antes da emergéncia nas doses de 0,
30, 60, 90 e 120 Gy. A determinacao da dose esterilizante foi baseada na fertilidade
de fémeas sexualmente maduras, da linhagem bissexual e nao irradiadas,
acasaladas com machos dos diferentes tratamentos. A coleta dos ovos foi realizada
diariamente por 6 dias, sendo possivel contabilizar e estimar a fecundidade, e obter
a taxa de ecloséo. A determinagéo da porcentagem de emergéncia e da capacidade
de voo seguiram o0 protocolo de controle de qualidade do manual da
FAO/IAEA/USDA (2003). Para avaliar a longevidade sob estresse nutricional, os
insetos ficaram um periodo de 48h apO0s a emergéncia na auséncia de agua e
alimento, e ap0s este periodo, a mortalidade foi registrada. O tamanho dos testiculos
(esquerdo e direito) foi obtido ao dissecar machos irradiados e ndo-irradiados no 8°
dia de vida, e mensurar os testiculos em uma ocular micrométrica, considerando os
maiores comprimento e largura de cada amostra. Para determinar o nimero de
espermatozoides foi necessario dissecar os machos e romper seus testiculos. Nao
houve diferenca na taxa de emergéncia, capacidade de voo e longevidade entre
machos irradiados e nao-irradiados, e nem na fecundidade das fémeas acasaladas
com os machos dos diferentes tratamentos. A dose esterilizante que resultou na
menor fertilidade das fémeas foi de 120 Gy, com 1,5% de eclos&o. Considerando os
parametros de porcentagem de emergéncia, capacidade de véo, longevidade sob
estresse, e a esterilidade recomendada para a técnica do inseto estéril que consiste
em, aproximadamente, 99% dos ovos serem inviaveis, a dose esterilizante a ser
utilizada é a de 120 Gy. O tamanho dos testiculos e o numero de espermatozoides
foram afetados pela radiacdo, havendo diferenca entre os tratamentos. Os machos
irradiados com 120 Gy apresentaram uma reducéo de cerca de 25% no tamanho
dos testiculos, comparando com os do controle (0 Gy). Os testiculos dos machos
normais continham uma meédia de 41910 espermatozoides, e esse valor foi
decrescendo ao aumentar a dose de radiagdo, de maneira que machos irradiados
com 120 Gy tinham um numero médio de 27921 espermatozoides, e isto, possibilita
a recomendacao do uso de macho transgénico para controle de C. capitata.

Palavras-chave: Radiagdo gama. Criagcdo massal. Mosca-do-mediterraneo. Macho
estéril. Controle de qualidade.



ABSTRACT

ROCHA, A. C. P. da. Determination of the dose of gamma radiation sterilization
for assessment of biological parameters of male Ceratitis capitata (Diptera:
Tephritidae), tsl - Vienna 8 strain. 2011. 55 f. Thesis (Masters) — Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2011.

The Vienna-8, tsl (temperature sensitive lethal) strain of Ceratitis capitata, by
presenting mutations that facilitate the mass rearing and release only of sterile males
in the field, has been used in medfly SIT (Sterile Insect Technique) programmes. The
objective of this study was to determine the radiation dose that provides the highest
level of sterility for Vienna-8, tsl males assessing their biological parameters that
indicate the quality of sterile males to be released. Brown pupae (males) of the tsl
strain were obtained from the mass rearing of the Food Irradiation and
Radioentomologia laboratory of CENA/USP, and they were irradiated (with gamma
radiation - °Co) 24 hours before the emergence at rates of 0, 30, 60, 90 and 120 Gy.
The determination of the sterilizing dose was based on fertility of sexually mature
females of the bisexual strain and not irradiated, mated with males of different
treatments. Eggs were collected daily during 6 days, were counted and it was
possible to estimate fecundity, and assess the hatching rate. The emergence and
flight ability were determined by following the protocol of quality control manual for
FAO/IAEA/USDA (2003). To assess the longevity under nutritional stress, the insects
were kept a period of 48 h after emergence in the absence of water and food, and
after this period, mortality was recorded. The size of the testes (left and right) was
obtained by dissecting irradiated and non-irradiated males at the eighth day of life,
and measure the testes in an ocular micrometer, considering the maximum length
and width of each sample. To determine the sperm number was necessary to dissect
the males and break their testicles. No difference was observed in emergence rate,
flight ability and longevity of irradiated and non-irradiated males, nor in the fecundity
of females mated with males of different treatments. The sterilizing dose that resulted
in lower fertility of females was 120 Gy, with 1.5% hatching. Considering the
parameters of emergence, flight ability, longevity under stress and sterility
recommended for the sterile insect technique which consists of approximately 99%,
the sterilizing dose to be used is 120 Gy. The size of the testes and the sperm
number were affected by radiation. Males irradiated with 120 Gy presented a
reduction about 25% in size of the testes, compared with the control (0 Gy). The
testes of normal males contained an average of 41.910 sperm, and this value was
decreased by increasing the dose of radiation, so that males irradiated with 120 Gy
had a median of 27.921 sperm, and this allowed to recommend the use of GM male
to control C. capitata.

Keywords: Gamma radiation. Mass rearing. Mediterranean fruit fly. Sterile male.
Quality control.
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1. INTRODUCAO

As moscas-das-frutas (Diptera: Tephritidae) estdo entre as pragas mais
importantes do mundo devido aos seus impactos econémicos diretos (a oviposicao
das fémeas e a alimentagdo das larvas tornam os frutos e produtos horticolas
improprios para comercializacdo e consumo) e as restricdes quarentenarias
impostas por muitos paises para evitar sua entrada (ALUJA, 1994; FOLLETT,;
NEVEN, 2006; ALUJA; MANGAN, 2008).

No Brasil, as moscas-das-frutas de importancia econdmica pertencem aos
géneros Anastrepha Schiner, Ceratitis Macleay, Bactrocera Macquart e Rhagoletis
Loew (ZUCCHI, 2000). O género Ceratitis, no Brasil, est4 representado apenas pela
espécie, Ceratitis capitata (Wiedemann), e de acordo com Zucchi (2001) ela esta
associada a mais de 58 espécies de plantas hospedeiras. E uma praga polifaga, de
importancia mundial, atacando mais de 250 tipos de frutas, améndoas e outras
partes vegetais (GONG et al., 2005).

Tanto a espécie C. capitata quanto outras moscas-das-frutas sdo alvos de
supressdo em larga escala, erradicacdo ou programas de controle preventivo
baseados na Técnica do Inseto Estéril (TIE) (KOYAMA et al., 2004).

A TIE é um método de controle biolégico bastante visado por ndo afetar o
ambiente e consiste em liberar insetos estéreis no campo para competirem no
processo de acasalamento com os selvagens férteis.

Esta técnica vinha sendo utilizada para controlar C. capitata, com a liberagéo
tanto de machos como fémeas estéreis, 0 que acarretava danos nos frutos pelo ato
de oviposicdo e diminuicdo da probabilidade de cépula entre machos estéreis e
fémeas selvagens (PARANHOS, 2005). Para aumentar a eficiéncia do controle,
geneticistas e entomologistas da Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA),
da Austria, desenvolveram a linhagem tsl — Vienna 8, a qual possui duas mutac¢des
genéticas: uma é a diferenciacdo na cor da pupa (pupa marrom=macho, pupa
branca=fémea), e a outra é a sensibilidade letal a temperatura, possibilitando a
eliminagdo de embrides fémeas com um choque térmico de 34 °C. Ambas as
mutacdes facilitam a criacdo e a liberacdo de apenas machos estéreis no campo,
contribuindo também com significativa reducdo de custos do processo (FRANZ;
KERREMANS, 1993).
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Na regido nordeste do Brasil foi implantada a Biofabrica Moscamed Brasil
(BMB) em Juazeiro-BA, com a finalidade de realizar a TIE dentro de um programa de
Manejo Integrado de Pragas. A localizacdo da Biofabrica é devida o Vale do
Submédio Sdo Francisco (abrangendo, principalmente, os municipios de Juazeiro e
Paulo Afonso, na Bahia; e Petrolina, Ouricuri e Serra Talhada, em Pernambuco) ser
considerado o maior polo de fruticultura irrigada no pais, tendo como principais
culturas a uva e a manga, as quais sao produzidas durante todo o ano e séo alvos
dos ataques por C. capitata. H4 necessidade de realizar o controle deste inseto-
praga, uma vez que a referida regido € responsavel por cerca de 90% da producéo
de uva de mesa do pais (FNP CONSULTORIA E INFORMACOES EM
AGRONEGOCIOS, 2010), exportando, principalmente, para os Estados Unidos e
paises da Unido Européia (AGROSOFT, 2010).

O Laboratério de Irradiacdo de Alimentos e Radioentomologia do CENA/USP
recebeu da FAO/IAEA, em dezembro de 2004, a linhagem tsl — Vienna 8, para fazer
a adaptacdo as condicdes de Brasil e manter permanentemente um banco genético
dessa linhagem para fornecer a BMB.

Esta linhagem foi repassada para a BMB, no entanto, apesar do sucesso da
TIE depender de uma boa metodologia de criacdo massal, de nada valera se, ao
final do processo, a dose de radiacdo ionizante (gama) utilizada para esterilizar os
machos nao for adequada, resultando em perda de qualidade biologica dos insetos

liberados.

1.1 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivo determinar a dose de radiacdo gama que
proporciona o maior indice de esterilidade para machos da espécie C. capitata -
linhagem tsl — Vienna 8, avaliando seus parametros biolégicos que indicam a
qualidade dos machos estéreis a serem liberados nos programas de supressao

populacional pelo uso da Técnica do Inseto Esteéril.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ceratitis capitata

2.1.1 Distribuic@o geografica e biologia

O género Ceratitis € composto por cerca de 65 espécies que ocorrem
principalmente na Africa tropical. A espécie C. capitata, conhecida também como
mosca-do-mediterrdneo (moscamed), encontra-se distribuida em quase todas as
areas tropicais e temperadas quentes do mundo (ZUCCHI, 2000). Esta mosca-das-
frutas foi constatada no Brasil pela primeira vez por Ihering (1901) e, atualmente,
esta amplamente distribuida em todo o pais (ZUCCHI, 2001) e isto se deve, em
especial, ao grande numero de hospedeiros utilizados como substrato para o
desenvolvimento de suas larvas (MALAVASI et al., 2000).

Selivon (2000) relata que a distribuicdo geografica de uma espécie de mosca-
das-frutas estd intimamente relacionada a distribuicdo dos hospedeiros que ela tem
capacidade de usar como alimento.

Os insetos da familia Tephritidae sdo insetos holometabdlicos com ciclo de
vida composto pelas fases de ovo, larva, pupa e adulto (SOUZA FILHO et al., 2003).

Os ovos das moscas-das-frutas apresentam coloracdo branco-leitosa, sdo
fusiformes, em algumas espécies sdo encurvados, e o tamanho pode variar de uma
espécie para outra (GALLO et al., 2002). As larvas sao do tipo vermiforme, sem
pernas toracicas e abdominais, sem capsula cefélica, brancas-creme e apodas
(MORGANTE, 1991 citado por FREIRE, 2007; SALLES, 2000). O desenvolvimento
larval ocorre através de trés instares, que podem ser caracterizados pelo aspecto
dos ganchos bucais (MORGANTE, 1991 citado por FREIRE, 2007).

O adulto de C. capitata, dentre os tefritideos, € um dos menores, medindo de
4 a 5 mm de comprimento e de 10 a 12 mm de envergadura; tem coloracao
predominantemente escura, torax preto na face superior, com desenhos simétricos
brancos; abdome amarelo com duas listras amarelas sombreadas (GALLO et al.,
2002). O macho se distingue das fémeas por apresentar na cabeca um par de

apéndices bem distintos denominados de cerdas, as quais sao alongadas e tem uma
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estrutura em formato de espatula na ponta (FERON, 1962 citado por HUNT et al.,
2002) e por possuirem abdémen desprovido de ovipositor.

Segundo De Araujo (2000), a duracédo do ciclo das moscas-das-frutas esta
diretamente relacionada com a temperatura, normalmente, diminuindo em
temperaturas mais altas e aumentando em temperaturas mais baixas. Ovos, larvas e
adultos tém desenvolvimento influenciado, principalmente, pela temperatura do ar,
engquanto que a pupa, pela temperatura do solo. Duyck e Quilici (2002) observaram
que a espécie C. capitata apresentou como limites inferiores de desenvolvimento
9,9, 8,9 e 9,2 °C, para as fases de ovo, larva e pupa, respectivamente. E o limite
superior foi de 35 °C para as fases de ovo e pupa; e as larvas tiveram uma
mortalidade de 95% nesta mesma temperatura. Estes mesmos autores afirmam que
as altas taxas de sobrevivéncia de C. capitata em uma ampla faixa de temperatura
(15-30 °C) podem explicar sua extensa distribuicdo em diferentes zonas climaticas.

Segundo Aluja (1994), o ciclo de vida das moscas-das-frutas, de maneira
geral, ocorre da seguinte forma: uma fémea fecundada insere o ovipositor no fruto e
deposita seus ovos, dos quais eclodem as larvas que se alimentam da polpa do fruto
até completar seu desenvolvimento; nesse momento, que pode ou nao coincidir com
a gqueda do fruto, as larvas abandonam e penetram no solo para se transformarem
em pupas; depois de alguns dias, os adultos emergem dos puparios e, ao atingirem
a maturidade sexual, dardo inicio a um novo ciclo (Figura 1).

Em estudo realizado por Arita (1982) foi verificado que machos de C. capitata
sao reprodutivamente maduros perto do momento em que eles emergem, apesar de
ndo atingirem a maturidade sexual até 48h depois da emergéncia. As fémeas, por
outro lado, mostraram-se sexualmente maduras em 48h, mas nao foram
reprodutivamente maduras até 4 dias de idade. Liedo et al. (2002) avaliaram o efeito
da idade da mosca na sua propensado para acasalar, observando tanto moscas
selvagens quanto as criadas em laboratério. As observagdes mostraram que a idade
ideal para acasalamento variou entre 7-13 dias para moscas selvagens contra 3-5

dias para as da criagdo massal.
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Figura 1 — Esquema do ciclo de vida de C. capitata (WALDER, 2002)

De acordo com Fletcher (1989), o nimero de ovos que uma fémea de C.
capitata é capaz de ovipositar durante o seu ciclo de vida varia entre 300 a 1000
ovos. Gallo et al. (2002) afirmaram que fémeas de C. capitata, podem ovipositar
cerca de 800 ovos durante seu ciclo de vida. E no que se refere a frequéncia de
postura, geralmente, € maior no inicio do periodo de oviposi¢do e decresce com a
idade da fémea (MARTINS, 1986 citado por FREIRE, 2007)

2.1.2 Linhagem tsl — Vienna 8

Inicialmente insetos selvagens eram coletados no campo e colonizados para
sua utilizacdo na TIE. Entretanto, com o0 avanc¢o dos conhecimentos da genética, das
espécies em questdo e da biologia molecular, novas estratégias foram
desenvolvidas, permitindo manipular certas caracteristicas biolégicas para gerar

novas linhagens mais eficientes para a TIE. Uma destas linhagens possibilitou a
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producdo de somente machos, que sdo os individuos que contribuem para a indugéo
da esterilidade no campo. Esta linhagem apresentava uma mutacdo (wp — white
pupae) cujas fémeas emergiam de pupas brancas, diferentemente dos machos que
provinham de pupas marrons (WHITTEN, 1969). Desta forma, foi possivel separar
as fémeas antes da emergéncia e liberar apenas machos estéreis no campo.
Robinson et al. (1986) verificaram que a liberacdo apenas de machos aumentou a
frequencia de acasalamento entre machos estéreis e fémeas selvagens de 50 a
100%, em testes realizados em gaiolas de campo.

Mais recentemente, foram desenvolvidas linhagens de mosca-do-
mediterraneo, a moscamed (Ceratitis capitata), que permitem a separacdo dos
machos de fémeas em suas fases de embrido. Estas linhagens sao conhecidas
como linhagens de sexagem genética, GSS (Genetic Sexing Strain), e estdo
embasadas em uma translocagdo reciproca entre o cromossomo que determina o
sexo masculino e o autossoma que transporta o0 marcador ou a mutacéo utilizada
para construir o sistema de sexagem (ROSSLER, 1979a; ROBINSON; VAN
HEEMERT, 1982; KERREMANS; FRANZ, 1994).

A linhagem de sexagem genética para C. capitata leva como mutacdes a
sensibilidade letal a temperatura, tsl (temperature sensitive lethal) (FRANZ et al.,
1996), e a cor branca do pupério, wp (white pupae) (ROSSLER, 1979b), que sdo
aplicadas em programas de diferentes paises que usam a TIE como principal
ferramenta para o controle desta mosca (ROBINSON et al., 1999). O mapeamento
genético do cromossomo 5 permitiu determinar que a mutacao tsl encontra-se no
braco direito deste cromossomo (FRANZ; KERREMANS, 1993; KERREMANS;
FRANZ, 1994) e esta localizada muito proxima da mutagcdo wp, usada como
marcador durante o processo de criacdo. Os machos carregam uma translocacao
entre o cromossomo Y e 0 autossomo de ndmero 5 e sédo heterozigotos para estes
marcadores ao passo que as fémeas tém o cariétipo normal e sdo homozigotas para
estas mutacoes. A separacdo dos sexos é realizada mediante a exposi¢cao dos ovos
desta linhagem a uma temperatura de 34 °C por 24 h (FISHER; CACERES, 2000;
CACERES et al.,, 2000). Como a mutagcdo wp esta posicionada muito perto, a
auséncia de individuos homozigotos para wp depois do tratamento térmico pode ser
usada para verificar que o processo de aniquilagdo de fémeas é eficiente e a

linhagem mantém sua configuracdo apropriada. A mutacdo wp €, pois, usada como
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marcador para determinar se a tsl esta atuando como mutacdo discriminante do
sexo.

Existem cerca de cinco linhagens tsl desenvolvidas pelos geneticistas da
FAO/IAEA, na Austria: Vienna 4, Vienna 6, Vienna 7, Vienna 8 e Sargeant sempre
com o intuito de melhorar a produtividade na criagdo massal e diminuir a
recombinacdo génica (ROBINSON et al., 1999; CACERES, 2002).

2.2 Uso daradiagao ionizante no controle de insetos

A radiacdo ionizante € bastante utilizada para a esterilizacdo de insetos. A
irradiacdo causa rupturas em cromossomos das células germinativas, levando a
mutacdes letais dominantes nos espermatozoides e nos 6vulos (LaCHANCE et
al.,1967; CURTIS, 1971). Este tipo de radiacdo é oriundo de radiois6topos como
Cobalto-60 ou Césio-137, de elétrons gerados por aceleradores ou de raios-X
gerados por feixe de elétrons (WALDER, 2000).

De acordo com Bakri et al. (2005a), um dos principais propésitos da aplicacao
da radiacao ionizante em insetos é o controle de pragas através da TIE.

A TIE é um método de controle de uma populacdo de insetos em que um
grande numero de insetos esterilizados, e da mesma espécie, € liberado sobre uma
area para reduzir a populacdo nativa da praga através do acasalamento com 0s
insetos selvagens férteis (KNIPLING, 1955; MORRISON et al., 2009).

Esta técnica é utilizada em varios paises para o controle, supressao e até
mesmo erradicacdo de moscas-das-frutas e outras pragas da agricultura, pecuaria e
saude publica. O emprego da TIE minimiza a utilizacdo continua de inseticidas, nao
€ agressiva ao ambiente e se adéqua aos padrdes de seguranca alimentar. Benedict
e Robinson (2003) relataram que as principais vantagens da TIE consistem em ela
ser ambientalmente amigavel, especifica (atinge uma espécie em particular),
compativel com outros métodos de controle e sua eficacia aumenta a medida que
ocorre o declinio da populacao alvo.

Segundo Walder (2000), a introducdo desta técnica no controle de pragas
contribuiu para o desenvolvimento e até mesmo a criagdo de novas &areas

entomoldgicas tais como a de criacdo de insetos em meios artificiais (producao
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massal), ecologia e simulagdo populacional, controle de qualidade,
radioentomologia, dentre outras.

Embora teorizada na década de 30 por E. F. Knipling, a primeira aplicacao
com sucesso da TIE (BAUMHOVER et al., 1955) consistiu na erradicacdo da mosca
da bicheira (Cochliomyia hominivorax) da ilha de Curacao, o que so foi possivel apés
anos de pesquisas para viabilizar sua criacdo massal por meios atrtificiais (MELVIN;
BUSHLAND, 1941) e determinar sua dose de radiacdo esterilizante
(BUSHLAND;HOPKINS, 1953).

Para a espécie C. capitata, o primeiro teste de campo com insetos estéreis foi
realizado entre 1950-1960, no Havai, durante 13 meses, sendo realizadas liberacdes
semanais, reduzindo a populacdo selvagem inicial em 90% em média (STEINER
et al.,, 1962 citado por NASCIMENTO et al., 2008). E dentre os programas de
erradicacdo e/ou supressdo populacional de C. capitata destaca-se o Programa
Moscamed realizado no México e na Guatemala, e mais recentemente o Programa
Moscafrut no México, além dos programas de erradicacdo do Chile e da regido de
Mendoza, Argentina (WALDER, 2002).

Doses de radiacdo para atingir 99,9% da esterilidade de machos liberados
foram determinadas para as pupas de: Cochliomya hominivorax (Coquerel)
(BUSHLAND; HOPKINS, 1953); A. ludens (RHODE et al., 1961); A. fraterculus
(Wiedemann) (GONZALEZ et al., 1971); C. capitata (Wiedemann) (HOOPER, 1972;
OHINATA et al.,, 1977; ZUMREOGLU et al., 1979; WILLIAMSON et al., 1985);
mosca-das-frutas do Caribe, A. suspensa (Loew) (BURDITT et al., 1975); e A.
serpentina (TOLEDO, 1992).

A variacdo na dose esterilizante pode ocorrer entre ordens, familias, géneros
da mesma familia e também para uma mesma espécie (Tabela 1). Neste ultimo
caso, provavelmente, varia em resposta a fatores como: diversidade genética da
espécie nos diferentes ecossistemas; condicbes de alimentacdo; dieta; peso dos
insetos; fatores fisicos envolvidos durante o processo de irradiacdo (temperatura,
umidade, atmosfera, tipo de radiagdo, irradiacdo continua ou fracionada) e até
mesmo fatores humanos (manuseio dos insetos, principalmente, na fase de pupa, e
interpretacdo dos dados) (BAKRI et al., 2005a). Este mesmo autor cita como
exemplo que, dentro da familia Tephritidae, a dose de radiacdo relatada para a
esterilizacdo de Ceratitis € semelhante a Bactrocera, mas duas vezes maior que a

relatada para o género Rhagoletis. E geralmente, para as moscas do género
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Anatrespha as doses aplicadas sdo menores que para C. capitata (LIEDO; CAREY,

1996; ALUJA et al., 2000 citados por TOLEDO et al., 2004).

Tabela 1 — Doses de radiagdo gama utilizadas para causar a esterilidade em

machos de moscas-das-frutas, em diferentes locais e programas

Espécie Dose esterilizante (Ref. bibl.) Paises

C. capitata 40 Gy (SHOUKRY, 1974) Egito

C. capitata 150 Gy (SHELLY, 2000) EUA (Havali)

C. capitata (Gss - cast 191) 118,5 Gy (VERA et al., 2003) Argentina

C. capitata (Gss-seib6-96) 125 Gy (VERA et al., 2003) Argentina

C. capitata 100-145 Gy (BAKRI et al., 2005b) Guatemala

C. capitata 120 Gy (BAKRI et al., 2005b) Chile

C. capitata 100 Gy (BAKRI et al., 2005b) México; Portugal

C. capitata - (tsl- Vienna 7) 150 Gy (SHELLY et al., 2005) EUA (Havali)

A. suspensa 50 Gy (WALDER; CALKINS, 1993) EUA (Flérida)

A. ludens 70-116 Gy (THOMAS; LOERA- Mexico
GALLARDO, 1998)

A. fraterculus 70 Gy (ALLINGHI et al., 2007) Argentina

A. fraterculus 70 Gy (KAMIYA, 2010) Brasil

A. obliqua 40 Gy (TOLEDO et al., 2004) Mexico

B. cucurbitae 60-80 Gy (KOYAMA et al., 2004) Japéo

B. zonata 90 Gy (SHEHATA et al., 2006) Egito

B. philippinensis 67-74 Gy (RESILVA et al., 2007) Filipinas

Hendrichs et al. (2002) e Kraaijeveld e Chapman (2004) realizaram um estudo

sobre o comportamento de acasalamento da mosca-do-mediterraneo, no contexto

da técnica do inseto estéril, e concluiram que, embora 0os machos estéreis possam

entrar e competir nas agregacoes de acasalamento (lek sites), transferir esperma e

induzir as fémeas a reacdo refrataria e esterilidade na descendéncia, eles séo

claramente menos competitivos do que os selvagens.

O processo de irradiacéo, as condi¢cdes de criagdo massal e 0s anos que uma

estirpe é mantida em laboratorio, parecem causar alteracdes comportamentais

(CAYOL, 2000). Gavriel et al. (2009) afirmam que a irradiacdo e o processo de
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criagdo massal ndo afetam apenas no comportamento, mas também na fisiologia
dos insetos, o0 que implica em uma baixa competitividade dos mesmos.

Em particular, altas doses de radiacdo causam reducdo no desempenho de
machos estéreis, comparando com machos néao irradiados (MORENO et al., 1991,
LUX et al., 2002a); porém, no que se refere as condi¢bes de criacdo massal e ao
ndamero de geragbes em que uma linhagem foi mantida em laboratorio, sdo fatores
gue podem ou néo ter um efeito sobre desempenho sexual dos machos estéreis e
outras caracteristicas relacionadas (MORENO et al., 1991; CAYOL, 2000; LUX et al.,
2002b).

Segundo Robinson (2002a), insetos que recebem uma dose muito baixa nao
sao suficientemente estéreis e 0s que recebem uma dose muito alta podem nao ser
competitivos no acasalamento com fémeas selvagens no campo. Isto reduz a
eficacia do programa de controle o que exige um maior niumero de insetos estéreis a
ser liberado para compensar estas possiveis falhas no processo de irradiagao.

Fisher (1997) afirmou que aumentar a dose de radiacdo de forma a obter
indices acima de 99% de inviabilidade dos ovos reduz, drasticamente, a
competitividade de acasalamento dos machos. No entanto, gestores de Varios
programas da TIE ainda demandam doses que possam proporcionar 99,5% de
esterilidade, mesmo implicando em reducédo da qualidade dos insetos e obtendo
apenas um ganho marginal em esterilidade (ROBINSON et al, 2002;
FAO/IAEA/USDA, 2003).

Outro fator importante é a idade em que a pupa € submetida a radiacdo
ionizante. Por isso, os tefritideos, normalmente, devem ser irradiados 24-48h antes
da emergéncia. Irradiar pupas nas fases iniciais de seu desenvolvimento € altamente
prejudicial a qualidade do inseto, uma vez que a acdo da radiacdo num momento de
alta atividade metabdlica é a causa das alteracBes morfolégicas durante o processo
de metamorfose (HOOPER, 1972). Pupas irradiadas antes dessa idade (24-48h)
tendem a originar moscas de baixa qualidade, indicando que os tecidos somaticos
foram negativamente afetados (FLETCHER; GIANNAKAKIS, 1973). Para a mosca-
do-mediterraneo, a cor do pigmento dos olhos do inseto, ainda no interior do
pupario, € um indicador bastante confiavel para saber o momento adequado de
irradiar as pupas (RUHM; CALKINS, 1981; SEO et al., 1987).

Devido as varias afirmagfes, se torna indispensavel irradiar as pupas na

idade correta e estudar a melhor dose que deve ser aplicada para cada espécie, ou
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seja, aquela que ndo afete negativamente o desempenho dos machos estéreis
liberados, possibilitando alcancar um alto nivel de inducdo de esterilidade na
populacdo do campo.

Devido a estes efeitos colaterais que a radiacéo esterilizante pode causar nos
insetos a serem liberados, recentemente, alguns estudos comecaram a ser
realizados, propondo o uso da tecnologia transgénica como uma ferramenta para
induzir esterilidade em populacbées do campo sem a necessidade de utilizar a
radiacdo. Alphey e Andreasen (2002) afirmaram que a motivacao para desenvolver
linhagens transgénicas é o fato da radiacdo ser a maior causa da reduzida eficiéncia
dos insetos liberados em campo.

Esterilidade molecular por transgenia, de maneira semelhante a esterilidade
induzida pela radiacdo, baseia-se na expressdo de um gene ’letal dominante” no
zigoto produzido apds o acasalamento de machos estéreis e fémeas selvagens. No
entanto, existem diferencas entre os dois sistemas, sendo elas: a esterilidade
induzida pela radiacdo é baseada no cromossomo, enquanto a molecular € nos
genes (ROBINSON et al.,, 2004). Na transgenia, 0s insetos ndo sao considerados
estéreis, mas possuem o gene letal dominante que serd expresso em todos o0s
zigotos fertilizados pelos machos liberados, motivo pelo qual esta variacédo da TIE é
chamada de “Release of Insects Carrying a Dominant Lethal” (RIDL) (THOMAS
et al., 2000), e no caso da radiacdo, o macho carrega em seus espermatozoides
uma colecdo de varios rearranjos cromossémicos, onde cada um age de forma
independente para matar o zigoto e, consequentemente, ocorrera esterilidade nas
fémeas fertilizadas (ROBINSON et al., 2004).

Thomas et al. (2000) relatam que as principais vantagens da RIDL,
comparando com a TIE, sdo o0s custos de producdo reduzidos e a vantagem dos
machos transgénicos poderem apresentar um desempenho melhor que os

irradiados.
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2.3 Controle de qualidade de mosca-do-mediterraneo estéril

O sucesso do programa da TIE depende de uma boa qualidade dos insetos
criados massalmente (WALDER; CALKINS, 1993). A habilidade dos machos estéreis
em copular e inseminar fémeas selvagens, ndo deixando descendentes, determina a
efetividade da TIE (WHITTIER et al., 1994; WHITTIER; KANESHIRO, 1995).

Robinson et al. (2002) afirmaram que machos estéreis tem caracteristicas
fenotipicas e comportamentais competitiveis com machos selvagens, favorecendo
ao uso da TIE como ferramenta de controle e, a partir deste estudo, foi desenvolvido
o Manual sobre “Controle de qualidade do produto e procedimentos de envio de
moscas-das-frutas estéreis criadas massalmente”, Versdao 5.0 (FAO/IAEA/USDA,
2003).

Protocolos de controle de qualidade (CQ), para a mosca-do-mediterraneo,
Sdo um componente muito importante para os programas de TIE e os machos da
linhagem tsl — GSS — também estdo sujeitos as rigorosas orientacdes do CQ
(ROBINSON, 2002b).

As avaliacdes dos machos estéreis sdo realizadas através de procedimentos
cientificos padronizados e permitem analisar suas implicacdes no sucesso da TIE
(TAYLOR et al., 2001; FAO/IAEA/USDA, 2003).

Muitos dos protocolos destinam-se a viabilidade pupal e a emergéncia de
machos voadores (provenientes das pupas viaveis) (ROBINSON, 2002b), além da
longevidade sob estresse, onde os isetos adultos ficam sem alimento e sem &agua.
Estes sdo alguns dos parametros utilizados como uma medida de qualidade das
moscas estéreis (FAO/IAEA/USDA, 2003). Ainda, de acordo com este manual, as
duas estatisticas mais importantes sdo as porcentagens de emergéncia e de insetos
voadores, embora a analise da longevidade sob estresse sirva como um indicador
dos aspectos gerais associados ao processo de criagao das larvas (dieta, densidade
larval, ou qualquer fator que possa afetar a habilidade do inseto de armazenar
reservas de gordura nas fases de larva e pupa).

Para todos os parametros de controle de qualidade, existem valores
padronizados e considerados aceitaveis, variando de acordo com a espécie em
estudo e, para a C. capitata, os valores podem variar entre as linhagens bissexual e
tsl (FAO/IAEA/USDA, 2003).
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2.4 Testiculos e espermatozoides

Normalmente, para monitorar os niveis populacionais de moscas-das-frutas,
0s insetos estéreis sdo marcados com pigmentos fluorescentes antes da liberacéo
para permitir uma posterior identificagdo. O monitoramento em campo é realizado
com o uso de armadilhas e as moscas capturadas, usualmente, sdo levadas ao
laboratorio para determinar sua origem (se € selvagem ou estéril), usando lampadas
UV (BARTOLUCCI et al., 2006). No entanto, existem os casos de haver pouco
corante fluorescente em moscas que foram marcadas, sendo necessario retirar e
esmagar a cabeca da mosca, e verificar vestigios do pigmento através de um
microscopio de fluorescéncia, recurso este, muito caro e delicado (quanto a sua
utilizacéo). Robinson et al. (2004) afirmam que, além do processo de uso de
corantes fluorescentes ser ineficiente e caro, ainda tem um impacto negativo sobre
0s insetos estéreis e a saude dos trabalhadores em uma criacdo massal.

Devido aos fatores mencionados, se torna evidente a necessidade de usar
outras ferramentas para confirmar a origem do inseto. E importante se fazer uma
identificacdo correta do status da mosca, tendo em vista que isto pode levar a
iniciacdo de novos procedimentos na area onde as capturas foram feitas.

Atualmente, uma técnica bastante util para este tipo de monitoramento em
campo é a distincdo dos insetos férteis e irradiados através da dissecacdo dos
mesmos para observar os 6rgdos genitais e avaliar os danos que a radiacao
produziu nas gbnadas (ovarios e/ou testiculos).

Estudos envolvendo os efeitos da radiacéo ionizante nas gbnadas de moscas-
das-frutas foram realizados com: fémeas e machos de C. capitata (SHOUKRY et al.,
1974; ABDEL-MALEK et al., 1975); fémeas de A. suspensa (WALDER; CALKINS,
1992); fémeas e machos de A. fraterculus (BARTOLUCCI et al., 2006); e
machos de B. zonata (SHEHATA et al., 2006).

No caso da espécie C. capitata — linhagem tsl — Vienna 8, € importante a
analise dos efeitos da radiacdo nos testiculos, ja que apenas machos sao liberados
em campo.

Em geral, o sistema reprodutor dos machos de moscas-das-frutas é composto
por um par de testiculos, vasos deferentes e vesiculas seminais, um ducto

ejaculatério, varios pares de glandulas acessorias, uma “bomba” de esperma, uma
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glandula edeagal e um edeago (Figura 2A). Os testiculos apresentam forma oval e
cor amarela (BARTOLUCCI et al.,, 2006). Segundo Valdez (2001), esta cor é
bastante intensa, homogénea sobre toda a superficie, e a intensidade néo varia de
uma espécie pra outra.

Abdel-Malek et al. (1975); Shehata et al. (2006); Bartolucci et al. (2006)
afirmaram que a reducdo gradual no tamanho dos testiculos de machos irradiados
depende da dose de radiacdo e acentua com a idade da mosca. Abdel-Malek et al.
(1975) encontraram que machos de C. capitata, irradiados com doses de 60 e 80Gy
(as duas doses mais altas utilizadas no trabalho), apresentaram testiculos com
tamanho cerca de 2/3 menor que os de machos néo-irradiados (controle), no 8° dia
de vida dos insetos.

A pupa € a fase do inseto que é submetida a radiacao, e nesta fase, o sistema
reprodutivo é caracterizado por intensa proliferacdo, diferenciacdo e migracéo
celular (WALDER; CALKINS, 1993). Além de afetar o tamanho dos testiculos, o
processo de irradiacdo pode destruir todos ou quase todos os tecidos germinativos
primarios, inviabilizando a producdo de novos espermatozoides (ANWAR et al.,
1971; WILLIAMSON et al., 1985). Como resultado disto, o nuamero de
espermatozoides transferidos por machos estéreis durante a cépula é limitado aos ja
produzidos e completamente formados antes da irradiagcdo (Figura 2B) e isto,
aparentemente, seria uma quantidade suficiente para 5-8 acasalamentos (OHINATA
et al., 1978 citado por SEO et al., 1990).

Os machos estéreis devem transferir um volume esperméatico suficiente
durante a cépula, pois caso contrario, 0 comportamento da fémea nao sera alterado
(comportamento de atracdo sexual para o de oviposi¢cao) e ocorrera a recopula. As
fémeas buscam a recOpula como uma estratégia para manter as espermatecas
cheias com sémen (YUVAL et al., 1996). Seo et al. (1990) constataram que machos
irradiados transferem menos espermatozoides que machos selvagens.

Kraaijeveld e Chapman (2004) afirmaram que a tendéncia maior é que uma
segunda copula acontega com um macho selvagem, e ndo com o estéril, sendo
este, um dos fatores determinantes para o sucesso da TIE uma vez que Vera et al.
(2003) mencionam que o macho que insemina uma fémea néo-virgem pode garantir
a paternidade da maioria da progénie de maneira eficiente. Esse éxito pode ser

alcancado quando o macho direciona a ejaculacdo na camera de fertilizacdo, o que
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pode acontecer, tendo em vista que a genitdlia do macho apresenta adaptacéo
morfolégica para isso (MARCHINI et al., 2001).

9T A A
Células germinativas
primarias.

Espermatocitos (2n)
primarios e secundarios

Glandulas
Testiculo acessorias

Espermatides (n)

Feixes de
espermatozoides

Musculos
compressores
e a “bomba”
ejaculatoria

Espermatozoides
livres

Bainha testicular

Vaso deferente

B

Figura 2 — A. Sistema reprodutor masculino de C. capitata. B. Representacdo longitudinal do
testiculo, com destaque para as células germinativas que permanecem em constante

divisdo e sdo afetadas pela radiacido (GUILLEN, 1983)
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3. MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados no Laboratorio de Irradiacdo de Alimentos e
Radioentomologia (LIARE) do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), da
Universidade de Sao Paulo (USP), Piracicaba, SP.

A linhagem de C. capitata utilizada foi a tsl — Vienna 8, proveniente do
Laboratorio de Entomologia da IAEA, via Quarentenario “Costa Lima” da Embrapa
Meio Ambiente — Jaguaritna-SP, e em manutencdo desde 2004 no CENA.

Os insetos foram provenientes da criagdo estabelecida no LIARE, a qual é
mantida sob as seguintes condi¢des: temperatura de 25+1 °C, umidade relativa do ar
de 60-75% e 10 horas de fotofase (WALDER, 2002).

A fonte de radiacdo gama (°°Co) foi o irradiador panoramico Gammabeam
650, da Atomic Energy of Canada, com atividade de 9,5 x 10%? Bq (256,9 Ci) , no

inicio dos experimentos. A taxa de radiacao utilizada foi de 309,4 Gy/h.

3.1 Aspectos gerais da criacao (linhagem tsl — Vienna 8)

Diariamente, os ovos sdo coletados das gaiolas matrizes do laboratorio,
lavados para retirada de residuos, seguido de lavagem com solucdo de hipoclorito
de sddio a 5 ppm e, finalmente, com agua pura. A incubacdo €é realizada em
Erlenmeyer contendo agua deionizada e ovos na proporcédo de 20:1. A oxigenacao
do meio é feita através de sistema de aeracdo para aquario, contendo pequeno
compressor, tubo e pedra porosa. Os frascos com a mistura ficam em banho-maria a
25 °C por um periodo de 48 horas.

Apés o periodo de oxigenacdo, 0s ovos e as larvas recém emergidas séo
transferidos para uma dieta larval apropriada (WALDER, 2002) e, apés 7-9 dias,
guando as larvas comecam a abandonar as bandejas, sdo feitas coletas diarias
durante cinco dias. Larvas coletadas durante o primeiro dia sdo exclusivamente
machos. Poucas fémeas séo coletadas durante o segundo dia de coleta e esta
propor¢cdo aumenta progressivamente até o quinto dia de coleta larval (CACERES,
2002).
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As larvas de terceiro instar ou pré-pupas sao coletadas em calhas contendo
dgua potavel, separadas por peneiras e colocadas em bandejas, contendo
vermiculita extra-fina umedecida, para se transformarem em pupas.

ApOs 6-7 dias, as pupas sao separadas da vermiculita através de
peneiramento suave para evitar queda na qualidade dos insetos. Nesta fase, parte
das pupas marrons era separada para 0s experimentos, e a outra parte seguia para
0 processo normal da criacdo do laboratério.

Para manutencéo da criacdo, sdo colocadas pupas marrons da 12 coleta e
brancas da 4?2 coleta dentro de gaiolas tipo “sanduiche” (Figura 3A), onde ocorre,
primeiramente, a emergéncia dos machos, e trés dias apos, a das fémeas. Cerca de
dois dias ap6s as fémeas emergirem, os machos iniciam o comportamento de pré-
copula (liberacdo de feroménio e cortejo), e em seguida, as cOpulas. Horas depois
da copula, as fémeas iniciam a oviposicdo nos tecidos (voal) presentes nas laterais
da gaiola (Figura 3B), e 0s ovos caem por gravidade em uma bandeja com agua

situada embaixo da gaiola.

Figura 3 — A. Gaiola do tipo “sanduiche”, contendo machos e fémeas da linhagem tsl — Vienna 8,

sobre uma bandeja com agua. B. Destaque para os ovos que as fémeas ovipositaram no

painel de voal

3.2 Efeito da radiacéo na fertilidade (Radioesterilizac&o)

Pupas machos com 7 dias de idade (24h antes da emergéncia) foram
irradiadas com as seguintes doses: 0 (testemunha), 30, 60, 90 e 120 Gy. Apés a

emergéncia, os machos foram colocados em gaiolas (baleiros plasticos de 2,4 L
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adaptados) com fémeas virgens da linhagem bissexual (normal) nao-irradiadas,
numa proporgao de 1:1 perfazendo dez casais por gaiola.

As fémeas da linhagem bissexual foram criadas conforme o item 3.1, tendo
por diferenca a coloracdo Unica das pupas (marrom) e a separacdo dos sexos ser
feita somente apds a emergéncia dos adultos.

Nas gaiolas utilizadas para confinamento dos casais havia 4gua e alimento a
vontade, sendo uma dieta a base de acucar refinado, germe de trigo cru e
hidrolisado de levedura de cervejaria (Bionis YE MF®, da Biorigin), na proporgdo 3:1:1.
A 4gua foi fornecida em pequenos potes com algodao. As fémeas ovipositavam
através do tecido voal adaptado na tampa do baleiro que serviu como gaiola (Figura
4A), e abaixo da area de oviposicao foi colocada uma placa de Petri, contendo um
tecido de algodao preto sobre um pano esponja vegetal umedecido, onde 0s ovos
caiam (Figura 4B) e permaneciam umedecidos. As placas de Petri eram substituidas

a cada 24h, durante seis dias consecutivos de coleta.

Figura 4 — A. Destaque para a fémea ovipositando no voal, mostrando o0 ovipositor com ovos ha
extremidade (seta). B. Visdo geral da gaiola contendo os casais de C. capitata e, abaixo
da area de oviposicdo, a placa de Petri com o tecido de algoddo preto sobre o pano

esponja umedecido, para recebimento dos ovos

Os ovos coletados eram alinhados com fino pincel sobre o tecido de algodao
umedecido para facilitar a contagem dos mesmos e a verificacdo da emergéncia das
larvas. Em seguida as placas eram incubadas em BOD a 25+1 °C por 96 horas. A
viabilidade dos ovos foi avaliada apés a incubacgdo, contando-se 0s ovos inviaveis e
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subtraindo do numero total de ovos. Dessa forma, foi possivel estimar a fecundidade
(numero de ovos/fémea/dia) e a fertilidade (nUmero de ovos viaveis).
O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco

tratamentos e cinco repeticdes ou gaiolas por tratamento.

3.3 Controle de Qualidade dos machos irradiados

3.3.1 Efeito da radiag&o na porcentagem de emergéncia e na habilidade de voo

Para verificar a porcentagem de emergéncia, 100 pupas de cada tratamento
foram colocadas em potes plasticos (500 mL) com tampas furadas. Apos 72 horas
do inicio da emergéncia, os adultos foram quantificados e o percentual de
emergéncia calculado.

A porcentagem de machos voadores foi avaliada seguindo o protocolo de
controle de qualidade descrito no Manual da FAO/IAEA/USDA (2003). Cem pupas
foram colocadas dentro do sistema de avaliacdo de voo, constituido por um anel de
papel centrado numa placa de Petri de 10 cm de diametro, a qual continha papel
preto no fundo e servia de base para um tubo (9 cm D X 10 cm h ) de acrilico preto
contendo uma fina camada de talco neutro na superficie interna para evitar a fuga de
moscas por caminhamento (Figura 5). Os tubos foram dispostos, aleatoriamente,
sobre uma mesa dentro de uma sala apropriada contendo iluminacdo somente no
teto (1500 lux e fotofase de 14 h), objetivando atrair os adultos com habilidade de
voo. As moscas voadoras eram, sistematicamente, retiradas da sala por meio de um
aspirador de p6 domiciliar, evitando, com isto, toda e qualquer possibilidade do
inseto retornar para os tubos. Apés 72 horas, os sistemas eram desmontados e o
material remanescente no interior dos tubos (adultos e pupas ndo viaveis) era
contabilizado. A porcentagem de moscas voadoras (F) foi calculada através da
formula:

F = total de pupas — (moscas nado voadoras + pupas inviaveis + moscas

deformadas + moscas parcialmente emergidas).
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Figura 5 — Modelo de tubo para realizar o teste de habilidade de voo, sugerido pelo Manual da
FAO/IAEA/USDA (2003). A- Placa de Petri (ficara sob o tubo); B- Papel poroso preto; C-
Tiras de papel; D- Tubo plastico. (preto; o interior do tubo deve ser revestido com talco

sem cheiro)

O delineamento experimental utilizado para estes bioensaios foi o

inteiramente casualizado, com cinco repeticdes por tratamento.

3.3.2 Efeito da radiacédo na longevidade sob estresse nutricional

A sobrevivéncia foi determinada com o confinamento de 15 adultos recém-
emergidos em potes plasticos de 500 mL com tampa perfurada para a devida
aeracdo, sem alimento nem agua. Estes potes ficaram em sala escura a 25+1 °C e
UR entre 60-75 %, por um periodo de 48 horas. ApGs este periodo a mortalidade foi
registrada e os resultados expressos em porcentagem.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco

repeticdes por tratamento.
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3.3.3 Tamanho dos testiculos

Os machos foram provenientes de pupas obtidas da criacdo citada no item
3.1 e irradiadas 24h antes da emergéncia nas doses 0, 30, 60, 90 e 120 Gy. Estes
machos permaneceram em gaiolas (2,4 L) com agua e alimento a vontade até o 8°
dia apdés a emergéncia (ABDEL-MALEK et al., 1975), quando foram coletados 20
machos de cada tratamento, e transferidos para frascos com alcool 70% para
posterior dissecacdo (BARTOLUCCI et al., 2006). Os testiculos foram mensurados
com a utilizacdo de um medidor digital (WILD MMS 235) e uma ocular micrométrica
(WILD TYP 325400) acoplados a um microscopio estereoscopico. Foi efetuada a
medicdo de ambos os testiculos, esquerdo e direito, e consideraram-se 0s maiores
comprimento e largura de cada amostra.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e 20 repeticbes por tratamento, sendo cada macho considerado uma

repeticao.

3.3.4 Numero de espermatozoides

Machos irradiados nas doses mencionadas anteriormente, vigorosos e com
cinco dias de idade (sexualmente maduros), foram mantidos sob condi¢cdes de
refrigeracdo (aproximadamente 4 °C) e dissecados. Os seus testiculos foram
rompidos com estilete dentro de um microtubo (0,5 mL) contendo 300 pL de solucao
tampao fosfato salino (PBS) (YUVAL et al., 1996), e cada microtubo foi colocado no
aparelho tipo vortex (Agitador de tubos AP56 - Phoenix) em uma velocidade 5
durante 1min e 30s. Para contagem dos espermatozoides (Figura 6),
foram pipetados 5 pL da solugéo, colocando-se a amostra sobre uma lamina e
coberta com laminula. A seguir, a amostra foi observada num aumento de 100x em
microscopio de contraste de fases, tendo sido os espermatozoides contados em
toda a area da laminula. O namero total de espermatozoides foi estimado através da
multiplicacdo do numero encontrado na amostra de 5 uL pelo fator de diluicdo, que

neste caso foi 60.
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Figura 6 — Espermatozoides de C. capitata, vistos através de um microscépio de contraste de fases.
(VERA, 2008)

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos e 20 repeticdes/tratamento, sendo cada individuo (macho) considerado

uma repeticao.

3.4 Andlise estatistica

O programa estatistico utilizado foi o SAS versdo 9.2. Os resultados dos
experimentos foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk (n<50; P>0,05) ou de
Kolmogorov-Smirnov (n>50; P>0,05) para avaliar a normalidade da distribuicdo dos
dados.

Quando os dados apresentaram distribuicdo normal, foi realizada uma analise
de variancia (ANOVA), e nao normal, foi feito o teste de Kruskal-Wallis (P<0,05)
(considerado uma ANOVA nd&o-paramétrica) e, havendo diferenca entre os
tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Quando
necessario, antes de realizar o teste de comparacdo de médias, foram feitas as
transformacées dos dados (transformagdo de “rank” para os dados de

radioesterilizacdo, e transformacg&o em raiz quadrada para os da fecundidade).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Radioesterilizacao

Os valores médios de fertilidade, com seus respectivos erros padrdes, obtidos
nos tratamentos entre machos tsl — Vienna 8 irradiados com diferentes doses de
radiacdo gama e cruzados com fémeas férteis normais estdo na Tabela 2 e

representados na Figura 7.

Tabela 2 — Fertilidade média das fémeas de C. capitata bixessuais férteis, cruzadas
com machos tsl-V8 irradiados na fase pupal com diferentes doses de

radiacdo gama

Doses Fertilidade (%) £ EPM
0 Gy 71,37 £ 1,99
30 Gy 38,43 £ 1,66
60 Gy 16,63 + 0,72
90 Gy 5,27 £0,28
120 Gy 1,50 +0,16
100 -
90 -
80 -
- 70 -
2
o 60 -
2
5 50
T 40 -
[<}]
L 30 -
20 -
-
0 _ . E_'___
30 Gy 60 Gy 90 Gy 120Gy

Doses de radiacao gama (°°Co)

Figura 7 — Viabilidade média de ovos de fémeas bissexuais de C. capitata acasaladas com machos
irradiados e nao-irradiados da linhagem tsl — Vienna 8. Médias seguidas por letras iguais
ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade
(P<0,0001). Os dados foram submetidos a uma transformagéo de “rank”
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A fertilidade diminuiu a medida que se aumentou a dose de radiacdo nos
machos, evidenciando uma relagao direta entre grau de esterilidade dos machos e
aumento da dose. A dose que resultou em maior esterilizacao foi a de 120 Gy, que
teve como valor 98,50%, ou seja, apenas 1,50% dos ovos foram viaveis, enquanto o
controle (0 Gy) apresentou uma viabilidade de 71,37%. Esta dose de 120 Gy, a
maior dose aplicada no experimento, ndo causou 100% de esterilidade, o que é
aceitavel, tendo em vista que Fisher (1997) afirmou que as doses de radiacao,
utilizadas para obter acima de 99% de esterilidade, reduz significativamente a
competitividade dos machos.

O resultado encontrado no presente trabalho difere do estudo realizado por
Shoukry (1974), que constatou para C. capitata somente 1,12% de viabilidade dos
ovos ao acasalar fémeas ndo-irradiadas com machos expostos a uma dose de
radiagdo gama de 40 Gy. Esta diferenga, mostrando maior sensibilidade a radiacéo,
deveu-se certamente a idade das pupas. Este autor irradiou pupas trés dias antes da
emergéncia, sendo, portanto muito mais sensiveis a radiacao.

Franz (2000) verificou que, machos provenientes de 3 diferentes linhagens
genéticas, que nao a tsl-V8, eram parcialmente estéreis devido as mutacfes que
carregavam no seu genoma, mas que, quando irradiados 24h antes da emergéncia
com uma dose de 80-90 Gy, eles tornaram-se 99% estéreis. Ja Mastrangelo (2009),
estudando os machos da linhagem tsl — Vienna 8 apresentou resultado semelhante
ao obtido neste trabalho, pois 99% de esterilidade foi alcancada com a dose de
128,2 Gy de radiacdo gama, dose esta calculada graficamente a partir de resultados
experimentais.

Outros estudos referentes a esterilidade em machos de espécies
pertencentes aos géneros Anastrepha e Bactrocera ja foram realizados: Walder;
Calkins (1993) encontraram que 50 Gy provocaram esterilidade total em A.
suspensa; Toledo et al. (2004) demonstraram que para A. obliqua, 99,50% de
esterilidade é atingida com aplicacdo de uma dose de 40 Gy; Rull et al. (2007)
relataram que doses de 40-80 Gy causam esterilidade de 95% em A. ludens; Allinghi
et al. (2007) observaram que 60 Gy induziu 99% de esterilidade em A. fraterculus, e
Kamiya (2010), estudando esta mesma espécie, afirmou que 70 Gy provocou cerca
de 99,30%; Teruya et al. (1975) demonstraram que 98,20% de esterilidade foi
alcancada quando se aplicou uma dose de 60 Gy e esterilidade total com uma dose

de 80 Gy, para B. cucurbitae; Collins et al. (2009) observaram que 60 Gy induziu
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esterilidade acima de 99,5% em B. tryoni; Puanmanee et al. (2010) encontraram que
a dose de 30 Gy provocou esterilidade de 98,34% em B. correcta.

Todos os estudos realizados evidenciam a afirmacéo feita por Bakri et al.
(2005a), ou seja, as doses esterilizantes podem variar entre ordens, familias,
géneros e mesma espécie, e isto pode ocorrer devido a fatores genéticos,
alimentares, fisicos (durante a radiacao das pupas) e humanos (forma de analisar os

dados etc).

4.2 Fecundidade média das fémeas acasaladas com machos irradiados e nao-

irradiados

Os dados da fecundidade foram obtidos considerando a média do total de
ovos coletados por dia, em todas as gaiolas de cada tratamento e depois foi feita

uma média dos valores dos seis dias de coleta (Tabela 3).

Tabela 3 — Fecundidade média por dia por gaiola, para cada tratamento (doses)

Doses Fecundidade + EPM
342,47 + 24,42 a
0 Gy (n=10274)
334,60 31,05 a
30 Gy (n=10038)
346,47 + 25,40 a
60 Gy (n=10394)
350,10 + 23,47 a
90 Gy (n=10503)
347,97+ 22,38 a
120 Gy (n=10439)

*n= namero total de ovos coletados
**Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente
entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
***0Os dados precisaram ser transformados em raiz quadrada.
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Foi observado que a fecundidade das fémeas férteis ndo foi afetada pelo
cruzamento com machos irradiados com diferentes doses de radiagéo (P= 0,971).
Considerando todos os tratamentos e o periodo de seis dias (de coleta dos ovos),
cada fémea ovipositou um numero médio (estimado) de 34,43 ovos por dia.
Resultado semelhante ao encontrado por Mastrangelo (2009), onde também né&o foi
observada diferenca significativa na fecundidade das fémeas acasaladas com
machos irradiados (doses de 15, 30, 60, 90 e 120 Gy), e as mesmas ovipositaram

uma meédia de 32,02 ovos por dia.

4.3 Parametros bioldgicos

4.3.1. Porcentagem de emergéncia e habilidade de voo

As doses de radiacdo utilizadas ndo afetaram negativamente a emergéncia

dos adultos (Tabela 4) (P= 0,715), assim como nenhuma das categorias analisadas

no teste de voo (Tabela 5).

Tabela 4 — Porcentagem média de emergéncia de machos da linhagem tsl — Vienna

8, provenientes de pupas irradiadas com diferentes doses de radiacao

Porcentagem de

Doses emergéncia + EPM
0 Gy 90,6 £+ 0,93 a
30 Gy 89,6 +125a
60 Gy 88,4+189a
90 Gy 88,0+ 1,38a
120 Gy 88,4+1,75a

*N&o ha diferenca significativa entre as médias seguidas de
mesma letra, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Silva (2007) encontrou porcentagens de emergéncia inferiores as relatadas
neste trabalho, pois variou de 75,8 a 78,8%, para pupas machos irradiadas de C.
capitata — linhagem tsl — Vienna 8, mas se tratando de pupas que permaneceram

embaladas e resfriadas por um periodo de 24 a 30 horas em contéiner térmico para
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viagem. Mastrangelo (2009) estudou pupas irradiadas da mesma linhagem e relatou
uma porcentagem média de emergéncia, variando de 90,4 a 92,8%, valor mais
préximo ao da presente pesquisa.

De acordo com o Manual da FAO/IAEA/USDA (2003), a média minima
aceitavel para porcentagem de emergéncia de uma GSS (tsl) de C. capitata é 70%.
No presente trabalho, a menor média obtida foi de 88,0% de emergéncia na dose de

90 Gy, ou seja, todos os tratamentos apresentaram valores acima do recomendado.

Tabela 5 — Porcentagens médias das categorias avaliadas no teste de habilidade de
voo dos machos da linhagem tsl — Vienna 8, irradiados como pupas com

diferentes doses de radiacao

Nao- Semi- Nao-

Doses Voaf(I)ErPel\s/l (%) voadores (%) D(ﬁ/];())imEaSas emergidas emergidas
- + EPM - (%) + EPM (%) + EPM

0 Gy 96,2 + 1,07 1,8 +£0,58 0,4 +0,40 0,4+0,24 1,2+0,37
30 Gy 96,8 £ 0,58 1,4+0,24 0,8 £0,37 0,2+0,20 0,8+0,49
60 Gy 95,2 +1,07 2,0+0,45 0,8 £0,58 0,2+0,20 1,8 +0,37
90 Gy 95,4+0,81 1,8 +£0,49 0,2+0,20 0 2,6 £0,40
120Gy 95,2 +0,58 1,4 +0,60 1,0 + 0,45 0 2,4+0,51

P 0,599"* 0,874"* 0,559"* 0,406"* 0,067

*n.s. = ndo significativo

As porcentagens médias de adultos voadores variaram de 95,2 a 96,8%,
valores acima da média aceitavel que é de 60% (FAO/IAEA/USDA, 2003).
Os valores obtidos no presente trabalho foram superiores aos encontrados por
Silva (2007), que obteve uma variacdo de 68,6% a 79,2% de adultos voadores,
levando-se em consideracdo as 24-30h de viagem em contéiner térmico, apds a
irradiacao.

A estimativa da habilidade de voo serve como um indicativo do desempenho
destes machos estéreis em condi¢cdes de campo, visando avaliar a competitividade
com os machos selvagens (NASCIMENTO et al., 2008). Com esta afirmacéo, os
machos avaliados neste trabalho podem ser considerados aptos a desempenhar, de

forma eficiente, a funcdo de competidores com os machos selvagens.
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4.3.2. Longevidade sob estresse nutricional

A longevidade sob estresse nutricional ndo foi afetada pelas doses de
radiacdo aplicadas (P= 0,092). O Manual da FAO/IAEA/USDA (2003) especifica que,
para GSS (cor da pupa) e GSS (tsl) de C. capitata, a porcentagem minima de
sobrevivéncia € de 40% e 50% de individuos vivos, respectivamente, apds um
periodo de 48h. No presente trabalho foram observados valores proximos ou acima
de 50% de individuos vivos ap6s 48h, em todos os tratamentos (Tabela 6), tendo
como média geral 51,8%.

Tabela 6 — Porcentagem média da sobrevivéncia de machos da linhagem tsl —

Vienna 8, irradiados com diferentes doses de radiacao

Sobrevivéncia (%)

Doses + EPM

0 Gy 61+1,46a
30 Gy 46 + 1,46 a
60 Gy 59 +1,49 a
90 Gy 45+1,84 a
120 Gy 48+ 1,67 a

*Médias seguidas da mesma letra ndo apresentam
diferenca entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Os machos da linhagem tsl, estudados por Silva (2007), apresentaram
sobrevivéncia média de 53,2%, resultado semelhante ao observado neste trabalho,
gue teve como média geral de sobreviventes 51,8%, sendo, portanto, diferente do
valor relatado por Mastrangelo (2009), pois este autor observou que, apos o periodo
teste de 48h, a sobrevivéncia da mosca-do-mediterraneo, da mesma linhagem em
guestdo, mas criadas no Laboratorio de Entomologia da IAEA em Seibersdorf, foi em
média 84%.

Considerando-se os bioensaios de controle de qualidade discutidos nos
itens 4.3.1 e 4.3.2, pode-se afirmar que o material biologico utilizado nos estudos
apresentou os requisitos minimos de qualidade exigidos para um bom desempenho

dos machos adultos no campo.
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4.3.3 Tamanho dos testiculos

Na Tabela 7 pode ser observado que ocorreu diferenca significativa entre as
dimensdes (largura e comprimento) dos testiculos (esquerdo ou direito) dos insetos
irradiados com diferentes doses. Os dados da tabela estdo representados
graficamente nas Figuras 8 e 9, e os testiculos estéo ilustrados na Figura 10.

Também foi realizada uma comparacéo entre a média do testiculo esquerdo
com a do direito, para ambas as variaveis (largura e comprimento), dentro de cada
dose. Estatisticamente, o tamanho do testiculo esquerdo ndo diferenciou do direito,

em um mesmo tratamento (dose).

Tabela 7 — Larguras e comprimentos médios dos testiculos, esquerdo e direito, de

machos da linhagem tsl — Vienna 8, irradiados com diferentes doses de

radiacao
Testiculo esquerdo Testiculo direito
Doses Largura(mm) Comprimento Largura (mm) Comprimento
+ EPM (mm) £ EPM + EPM (mm) £ EPM

OGy 0,36+x0,005a 0,69+0,010a 0,35+0,006a 0,70 + 0,008 a
30Gy 0,30+0,004 b 0,61+0,010 b 0,29+0,004 b 0,62+0,013 b
60Gy 0,29+0,004 bc 0,58+0,010 bc 0,28 +0,001 bc 0,58 + 0,008 bc
900Gy 0,28+0,005 bc 0,59+0,008 bc 0,27+0,005 c 0,58 +0,010 bc
120Gy 0,26+0,005 c¢ 057+0,009 c¢c 0,26+0,004 c 056%+0,010 c

*Nao héa diferenca significativa entre as médias seguidas de mesma letra pelo Teste de Tukey (5%
de probabilidade), nas colunas.
**Todas as variaveis (categorias) analisadas apresentaram P<0,0001 quando submetidas a
andlise de variancia, o que representa diferenca altamente significativa (P<0,05).
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Figura 8 — Largura média dos testiculos, esquerdo e direito, dos machos irradiados e ndo-irradiados
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Figura 9 — Comprimento médio dos testiculos, esquerdo e direito, dos machos irradiados e néo-

irradiados da linhagem tsl — Vienna 8
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Figura 10 — Testiculos de machos da linhagem tsl — Vienna 8, irradiados com diferentes doses

No presente trabalho, os machos tinham 8 dias de idade e, os que foram
irradiados com 120 Gy (maior dose testada), apresentaram uma reducdo no
tamanho do testiculo de aproximadamente 25% quando comparado ao testiculo de
machos normais, resultado este, semelhante ao encontrado por Abdel-Malek et al.
(1975) para machos de C. capitata bissexual, também no 82 dia de idade, pois na
maior dose estudada por este autor, que foi de 80 Gy, os testiculos tiveram a mesma
reducdo, comparando macho irradiado e ndo-irradiado.

No entanto, o tamanho dos testiculos obtido neste trabalho corrobora com o
relatado por Abdel-Malek et al. (1975). Para o controle (0O Gy), o autor relatou 0,247
e 0,456 mm, e na dose de 80 Gy foi 0,165 e 0,427 mm, para largura e comprimento,
respectivamente; no presente estudo, sendo considerado um tamanho médio de
ambos os testiculos (como foi feito pelo referido autor), machos nao-irradiados
apresentaram 0,355 e 0,695 mm, e os irradiados com 120 Gy (maior dose), 0,260 e
0,565 mm, para largura e comprimento, respectivamente.

A diferenca consideravel entre o tamanho dos testiculos de uma mesma

espécie estudada pode ser em decorréncia de fatores como o gendémico, pois a
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linhagem aqui estudada € tsl-V8 enquanto a do Egito foi uma linhagem normal e,
devido também a condicbes em que foram criados no laboratério, com destaque
para a alimentacéo (fator nutricional) do inseto, o que influencia diretamente no seu

desenvolvimento.

4.3.4 Nimero de espermatozoides

A Tabela 8 e a Figura 11 mostram que houve evidéncia estatistica

significativa do efeito da radiacdo gama sobre o nimero de espermatozoides

Tabela 8 — NUumero médio de espermatozoides, de ambos os testiculos, dos machos
irradiados e ndo-irradiados da linhagem tsl — Vienna 8

Doses Numero de
espermatozoides + EPM
0 Gy 41910 + 750,01
30 Gy 31869 + 497,16
60 Gy 31317 + 473,33
90 Gy 30540 + 993,61
120 Gy 27921 + 966,63
50000 -
o
S 45000 -
g 40000 -
£ 35000 -
€ 30000 -
@
2 25000 -
o
p 20000 -
o 15000 -
@ 10000 -
g 5000 -
=
0
30Gy 60 Gy 90 Gy 120 Gy

Doses de radiacdao gama (¢°Co)

Figura 11 — NUumero médio de espermatozoides dos machos da linhagem tsl — Vienna 8, submetidos
a diferentes doses de radiacdo. Médias seguidas de mesma letra nao diferem

significativamente entre si pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade (P<0,0001)
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Pode ser observado que, mesmo na dose mais baixa que foi utilizada (30 Gy),
0s machos apresentaram uma diferenga consideravel em relacdo ao nimero medio
de espermatozoides produzidos por machos nao-irradiados.

Ao comparar estes valores com os dados apresentados para tamanho de
testiculo no item 4.3.3, pode-se perceber que existe uma relacado entre ambos, ou
seja, testiculos menores produziram uma menor quantidade de espermatozoides.
Nas Figuras 12 e 13 sdo apresentadas as correlacdes existentes entre largura e
comprimento dos testiculos com o0 numero de espermatozoides produzidos,

respectivamente.

50000

40000

30000

Numero de espermatozoides

20000 + +

10000
0.24 0.25 0.26 0.27 0.28 0.29 0.30 031 0.32 0.33 0.34 0.35 0.36 0.37 0.38 0.39 0.40 041

Largura dos testiculos

Figura 12 — Correlacdo entre largura média dos testiculos e numero de espermatozoides. Foi obtido
P<0,0001, refletindo uma forte evidéncia que a correlacao entre as duas variaveis difere
de zero, e o valor do coeficiente de correlacdo foi r= 0,77874, indicando Correlacao
positiva (0 <r < 1) e forte (0,7 <r<0,9)
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50000

40000

30000

Numero de espermatozoides

20000 + +

10000
051 052 053 054 055 056 057 058 059 060 061 062 063 064 0.65 066 067 068 069 070 071 072 073 074 075 076 0.77

Comprimento dos testiculos

Figura 13 — Correlagdo entre comprimento médio dos testiculos e nimero de espermatozoides.
Obteve-se P<0,0001, evidenciando que a correlacdo entre as varidveis é diferente de
zero, e o coeficiente de correlagdo foi r= 0,66129, indicando Correlacdo positiva
(0<r<1)emoderada (0,4 <r<0,7)

O fato de ocorrer reducédo na quantidade de espermatozoides a medida que
aumenta a dose de radiacdo comprova que Anwar et al (1971); Williamson et al.
(1985) estavam corretos ao afirmar que a radiacdo destroi todos ou quase todos 0s
tecidos germinativos e nenhum novo espermatozoide pode ser produzido, e com
isto, as células germinativas dos testiculos dos machos nédo-irradiados continuaram
a originar novos espermatozoides enquanto os machos irradiados ficaram limitados
a uma quantidade produzida antes do processo de irradiacgéo.

Em estudo realizado com C. capitata, no Egito, por Yuval et al. (1996), foi
relatado que 0s machos apresentaram um numero médio de 34300
espermatozoides, o qual se aproxima dos valores obtidos para machos irradiados
em 30, 60 e 90 Gy do presente trabalho. Acredita-se que a diferenca entre 0 nimero
encontrado por Yuval et al. (1996) e o desta pesquisa, que foi de 41910
espermatozoides para machos normais, ocorre devido a uma possivel diferenca no

tamanho do testiculo.
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A consideravel reducdo no nimero de espermatozoides, quando se compara
0S machos nao-irradiados e 0s expostos a dose de 120 Gy deste trabalho, pode vir a
ser um indicativo que machos irradiados nao irdo transferir um volume espermatico
suficiente durante a cOpula, o que estimularad a recopula da fémea, confirmando a
suposicéo feita por Morelli-de-Andrade (2008).

Por este motivo, pode ser levado em consideracdo o uso do macho
transgénico, pois ele carrega o gene letal dominante sem ter a necessidade de ser
submetido a radiacdo, e com isto, acredita-se que 0 mesmo pode apresentar uma
producdo continua de espermatozoides, assim como os machos néo-irradiados da
linhagem tsl — Vienna 8, estudados no presente trabalho. Além disso, Morrison et al.
(2009) realizaram um estudo sobre a competitividade de uma linhagem transgénica
(OX3376B) e observaram que os machos da mesma competem efetivamente com
machos do tipo selvagem pelo acasalamento com a fémea selvagem; ainda o0s
mesmos autores, ao compararem esta linhagem transgénica com uma GSS (Vienna-
8), relataram ndo haver diferenca na capacidade entre os machos destas linhagens
para competir com os machos selvagens, e quando os transgénicos e os da referida
GSS foram colocados juntos em uma gaiola com fémeas selvagens, machos
Vienna-8 foram ligeiramente mais competitivos do que os transgénicos, porém, no
contexto de competitividade, o parametro relevante é a capacidade de competir com

macho selvagem.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados obtidos neste estudo, pode-se dizer que as doses de
radiacdo gama utilizadas ndo afetaram a habilidade de voo, a porcentagem de
emergéncia e a longevidade sob estresse dos machos (linhagem tsl — Vienna 8),
assim como a fecundidade das fémeas, acasaladas com machos irradiados e néao
irradiados.

Das doses aplicadas, nenhuma provocou 100% de esterilidade nos machos
da linhagem tsl — Vienna 8, e a dose de 120 Gy deve ser recomendada para
esterilizacdo de machos da linhagem tsl, considerando que foi obtida uma
esterilidade de 98,5%, a qual é satisfatoria.

A radiacdo gama afetou negativamente os testiculos e o numero de
espermatozoides, pois a medida que aumentou a dose, ocorreu reducao no tamanho
e na quantidade produzida, respectivamente.

O fato de reduzir o nimero de espermatozoides pode vir a tornar a TIE
ineficiente, pois ao liberar os machos estéreis em campo para controle da mosca-do-
mediterrdneo e 0s mesmos nao transferirem volume espermatico suficiente, induzira
a fémea a fazer recopula. Devido a este fator, pode ser recomendada a nova forma
de controle que vem sendo estudada que é a utilizacdo do macho transgénico, pois
0 mesmo ndo é esterilizado, mas expressa o gene letal dominante e néo ira gerar

descendentes.
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