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Irradiacao de Drosophila suzukii Visando
o Uso da Técnica do Inseto Estéril

ATécnica do Inseto Estéril (TIE) € uma estratégia de manejo de pragas consi-
derada sustentavel e especifica, que tem sido utilizada para o controle de te-
fritideos em diversos paises (Hendrichs et al., 2002; Collins et al., 2009; Dias;
Garcia, 2014; Dominiak et al., 2014). Essa técnica consiste na produ¢ao mas-
sal, esterilizagao e liberagao inundativa de insetos, os quais competem com a
populacao selvagem pelo acasalamento, resultando em geragdes inviaveis e,
consequentemente, na diminuicdo da populacdo (Dias; Garcia, 2014).

Para a esterilizagdo dos insetos, podem ser utilizados quimioesterilizantes
ou radiagao ionizante. No entanto, existe uma limitagdo para a utilizacéo de
esterilizantes quimicos, visto que eles podem causar problemas toxicolégicos
e oncoldgicos em organismos vivos, além do risco de tolerancia e resisténcia
de insetos tratados (Labrecque; Smith, 1968; Walder, 2000). Por outro lado,
a radiacao ionizante se mostra mais segura, e por isso é mais utilizada. Essa
radiagdo é proveniente de radioisétopos, como o Cobalto 60 e o Césio 137,
elétrons gerados por aceleradores ou raios X (Walder, 2000; Mastrangelo et
al., 2010). A radiagao ionizante forma radicais livres no material irradiado,
resultando em quebras nas cadeias duplas dos cromossomos das células,
e quando essas quebras ocorrem em células germinativas, ocorre a indugao
de mutacdes letais dominantes em o6vulos e espermatozoides (Lachance;
Schmidt; Bushland, 1967; Curtis, 1971; Bakri et al., 2005)

Para a aplicagéo da TIE para uma espécie, é necessario determinar a dose
de radiagcédo que atinja nivel adequado de esterilidade [superior a 99,5%, de
acordo com recomendacgéo da FAO/IAEA/USDA (2003)], sem afetar a quali-
dade e o comportamento sexual dos insetos irradiados. Efeitos deletérios da
irradiagao sobre a habilidade de voo, longevidade e a capacidade de copular
e inibir recépula foram reportados em algumas espécies de tefritideos, como
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Ceratitis capitata (Wied., 1824) (Lux et al., 2002; Mossinson; Yuval, 2003;
Gavriel et al., 2009), Anastrepha obliqua (Macquart, 1835) (Toledo et al.,
2004), Anastrepha ludens (Loew, 1873) (Rull et al., 2005; Rull et al., 2007),
Anastrepha fraterculus (Wied., 1830) (Abraham et al., 2012, Krlger et al.,
2021), Anastrepha serpentina (Wied., 1830) (Landeta-Escamilla et al., 2016)
e Bactrocera tryoni (Froggatt, 1897) (Dominiak et al., 2007).

Apesar de haver uma série de estudos sobre a utilizagdo da TIE para dife-
rentes espécies de tefritideos, recentemente, estudos tém sido realizados
para avaliar o potencial da TIE para a droséfila-da-asa-manchada, Drosophila
suzukii (Diptera: Drosophilidae) (Figura 1) (Lanouette et al., 2017, Krlger et
al., 2018, 2019; Gutierrez-Palomares et al., 2019; Sassu et al., 2019). Essa
espécie & uma praga de frutos de epicarpo delgado, presente em diversos
paises dos continentes africano, americano, asiatico e europeu, tendo ainda
a possibilidade de invadir outros paises (Walsh et al., 2011; Calabria et al.,
2012; Cini et al., 2012; Depra et al., 2014; Dos Santos et al., 2017; Boughdad
et al., 2020). Na América do Sul, o primeiro registro da espécie foi nos esta-
dos brasileiros Rio Grande do Sul e Santa Catarina, em 2013 (Depra et al.,
2014). Logo apds esse primeiro registro, D. suzukii também foi registrada em
outros estados do Brasil (Bitner-Mathé et al., 2014; Paula et al., 2014; Vilela;
Mori, 2014; Geisler et al., 2015; Andreazza et al., 2016) e, atualmente, en-
contra-se estabelecida em diversas regides do Brasil, com capacidade de se
estabelecer em outras regides (Benito et al., 2016).

Foto: Paulo Lanzetta

Figura 1. Macho (A) e fémea (B) de D. suzukii sobre morango.
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Diferentemente de outras espécies da familia Drosophilidae, que sao frequen-
temente associadas a materiais em decomposicao, fémeas de D. suzukii sao
capazes de ovipositar em frutos integros, devido ao seu ovipositor escleroti-
zado e duplamente serreado (Schlesener et al., 2015). Apos a oviposigdo no
interior do fruto, as larvas se desenvolvem no local, causando a depreciagao
do produto (Walsh et al., 2011). No ano de 2014, um ano apds o seu primeiro
registro no Brasil, foram reportadas perdas de até 30% da produgéo de mo-
rango no noroeste do Rio Grande do Sul (Santos, 2014).

Esta publicagao tem como objetivo disponibilizar informacdes referentes aos
procedimentos para realizar a irradiagdo de pupas de D. suzukii utilizando
fonte de Cobalto 60, a fim de garantir a esterilizagdo do inseto-alvo, sem afe-
tar outros parametros biologicos relacionados a dispersdo e a competicéo,
para utilizagdo em programa de TIE.

Preparo de pupas e procedimento de irradiagao

Para garantir a obtencao de insetos estéreis, sem perder a sua capacidade
de competir, &€ necessario utilizar dose adequada de radiagdo no momento
ideal do desenvolvimento do inseto. Dessa forma, para minimizar os danos
da radiacado sobre as células somaticas, o momento ideal para irradiar os
insetos é o periodo em que a maioria das células somaticas ja estejam di-
ferenciadas, e, assim, as células que serao atingidas serédo as células ger-
minativas (Robinson, 2005). De forma geral, é recomendada a irradiacao de
pupas em estado avancado de desenvolvimento, proximas a emergéncia,
pois sdo mais tolerantes a radiagéo, provavelmente devido ao fato de que
a metamorfose esta quase completa e existe menor niumero de células em
mitose, fazendo com que sejam menos suscetiveis a danos causados pela
radiagao (Allinghi et al., 2007; Paithankar et al., 2017). No caso de D. suzukii,
o momento ideal para irradiagdo é na fase de pupa, aproximadamente 24
horas antes da emergéncia (Kruger et al., 2018). Para a obtencéo de pupas
com a idade ideal, é recomendado que adultos de D. suzukii em idade repro-
dutiva sejam colocados em dieta artificial para permitir a oviposi¢cao, por um
periodo de 24 horas, quando entdo devem ser removidos. Apos 10 dias, em
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23 £ 1 °C e fotofase de 12 horas, as pupas deverao ser removidas da dieta e
preparadas para a irradiagao.

Para a irradiacédo, recomenda-se que as pupas sejam colocadas em placas
de Petri de acrilico, contendo algodao umido, para evitar o processo de desi-
dratagao (Figura 2). O numero de pupas por placa ira variar de acordo com o
tamanho da placa utilizada. As placas entdo podem ser fechadas com filme
plastico e irradiadas separadamente em irradiador com fonte de Cobalto 60
(Figura 3). Em estudo sobre o efeito de diferentes doses de radiagéo sobre
D. suzukii, foi demonstrado que, apesar de fémeas se tornarem estéreis com
doses de 75 Gy, essa dose so resulta em 83,74% de esterilidade dos machos;
sendo assim, a dose recomendada para causar esterilidade superior a 99,5%
em machos, é de 200 Gy (Tabela 1) (Kruger et al., 2018).

Figura 2. Pupas de D. suzukii colocadas em placas de Petri de acrilico, contendo
algodao umido.
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Figura 3. Irradiador Eldorado 78 (Energia Atdmica do Canada LTD, Chalk River, Ca-
nada) com fonte de Cobalto 60.

Tabela 1. Efeitos de doses de radiagcdo em cobalto 60 sobre fertilidade de
machos de D. suzukii, bem como sobre porcentagem de emergéncia, de vo-
adores, de machos e de sobreviventes apds 48 horas de estresse nutricional
(adaptado de Kruger et al., 2018).

Dose de Fertilidade de Emergéncia Voadores Machos Sobrevivéncia

irradiacao machos (%) (%) (%) (%) 48 horas apés a
emergéncia (%)
0 Gy 90,04 73,61 69,17 52,00 58,33
75 Gy 16,26 76,11 70,56 45,09 56,63
150 Gy 2,60 72,22 61,39 55,62 44,14

200 Gy 0,33 72.05 55,83 47,49 57,73



Irradiagao de Drosophila suzukii Visando o Uso da Técnica do Inseto Estéril 7

A dose necessaria para esterilizar D. suzukii é bastante superior as doses
normalmente indicadas para esterilizar tefritideos (normalmente doses meno-
res que 100 Gy) (Bakri; Hendrichs, 2002; Krtiger et al., 2018). Porém, estudo
anterior demonstrou que, para a indugéo de esterilidade superior a 99% no
drosofilideo Drosophila melanogaster Meigen, 1830, foi necessaria a aplica-
¢ao de pelo menos 160 Gy, sugerindo que insetos menores podem ser mais
radiorresistentes (Bakri et al., 2005; Henneberry; Mcgovern, 1963).

Por outro lado, fémeas irradiadas sob doses muito menores (75 Gy) apre-
sentaram completa atrofia das células germinativas, resultando na incapaci-
dade de ovipositar, ou seja, uma esterilidade completa (Kruger et al., 2018).
Essa diferenga entre fémeas e machos quanto a sensibilidade a radiagao
esta relacionada ao estagio de desenvolvimento dos gametas no momento
da irradiagao, visto que as células reprodutivas femininas se encontram em
uma taxa mitética maior do que a dos machos em pupas em avangado estado
de desenvolvimento (Carpenter et al., 2005). Cabe ressaltar que o fato das
fémeas perderem a habilidade de ovipositar é positivo para a aplicagao de
TIE, principalmente para espécies em que n&o existe uma forma de sexagem
que permita a liberagdo de apenas um sexo, visto que as fémeas estéreis
liberadas nédo irdo causar danos em frutos (Allinghi et al., 2007). Além disso,
a variagdo no tamanho de ovarios de fémeas estéreis e ndo estéreis permite
a diferenciacdo entre ambas, e essa identificagdo é importante no monito-
ramento da TIE a campo, visto que as moscas podem perder a marcagao
fluorescente que geralmente recebem apds a radiagéo, tornando necessaria
a observacgao do desenvolvimento das gbnadas para verificar a sua origem
(Bartolucci et al., 2008). Na América do Sul, os primeiros estudos de TIE no
manejo de D. suzukii foram realizados pela Universidade Federal de Pelotas
(Krtger et al., 2018, 2019).

Controle de qualidade dos insetos irradiados

Apbs a irradiacao, os insetos podem sofrer danos que os tornem menos com-
petitivos, e isso pode resultar em perda de eficiéncia de um programa de
TIE. Nesse sentido, € de suma importancia verificar a qualidade dos insetos
irradiados, utilizando como base parametros como a habilidade de voo e a
longevidade sob estresse nutricional.
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Para avaliar a habilidade de voo, Krilger et al. (2018) utilizaram gaiolas plas-
ticas (350 x 280 x 280 mm) contendo trés tubos pretos (100 mm de altura
e 94 mm de didmetro interno) (Figura 4). Em cada tubo foram colocadas 30
pupas irradiadas dispostas sobre tecido preto umedecido, dentro de placas
de Petri (90 mm de didmetro). O interior dos tubos deve ser coberto por uma
fina camada de talco sem odor, sendo que, na base de cada tubo, deve ser
removido o talco de uma margem de 15 mm de altura, para fornecer uma
superficie de descanso para moscas recém-emergidas. Na parte superior
das gaiolas, devem ser pendurados seis cartdes amarelos adesivos (90 x
100 mm), para capturar as moscas, € prevenir que as mesmas retornem aos
tubos. De acordo com essa metodologia, pupas de D. suzukii irradiadas a
200 Gy nao tiveram sua emergéncia e habilidade de voo afetada (Tabela 1)
(Krlger et al., 2018).

Para avaliar a longevidade sob estresse nutricional, Collins et al. (2009) suge-
rem a individualizagdo de pupas em microplacas com pogos, sem a presenga
de alimento, e avaliagbes de emergéncia e mortalidade das moscas em cada
poco trés vezes ao dia (9h, 13h e 17h), para posterior calculo da porcenta-
gem de moscas que permanecem vivas 48 horas apds a emergéncia. Porém,
€ importante que, no caso de D. suzukii, seja adicionada uma tira de papel
umedecido em cada pocgo, para evitar dissecagdo das pupas (Krlger et al.,
2018). Em testes realizados com pupas irradiadas a 200 Gy, a porcentagem
de moscas vivas apds 48 horas foi comparavel aquelas nao irradiadas, ou
irradiadas sob doses mais baixas (Tabela 1) (Krliger et al., 2018).

A porcentagem de emergéncia esta diretamente relacionada ao niumero de
adultos que sera liberado no campo. A habilidade de voo é essencial, pois,
uma vez liberados, os insetos estéreis precisam procurar por abrigo e alimen-
to, além de procurar por parceiros sexuais. A longevidade sob estresse nutri-
cional reflete a quantidade de reservas nutricionais presentes no momento de
emergéncia dos adultos.
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Figura 4. Gaiola utilizada para testes de voo de D. suzukii.

Efeitos da radiacdo sobre a prontidao
para o acasalamento

Em estudo realizado para avaliar a capacidade de copula de insetos
irradiados, foi verificado que insetos submetidos a radiacdo na fase de pupa
nao apresentam diferenga quanto a prontiddo para o acasalamento (Krtiger
et al., 2019). De acordo com o mesmo estudo, quando fémeas n&o irradiadas
foram pareadas com machos n&o irradiados, elas demonstraram maior recep-
tividade a copula em média aos 4,87 dias apds a emergéncia, enquanto que
fémeas pareadas com machos irradiados copularam pela primeira vez, em
média, aos 4,31 dias apds a emergéncia. Por outro lado, quando fémeas irra-
diadas foram pareadas com machos nao irradiados, a primeira cépula ocor-
reu aos 6,38 dias de idade, e, quando pareadas com machos irradiados, elas
estavam mais propicias ao acasalamento aos 5,60 dias de idade. A idade em
que as fémeas estavam mais propicias ao acasalamento foi consistente ao
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encontrado por Snellings et al. (2018), que encontraram um pico de acasala-
mento quatro dias apds a emergéncia de D. suzukii. Comparando-se com te-
fritideos, o periodo entre a emergéncia e a maturagéo sexual de D. suzukii é
muito menor. Em termos praticos, esse periodo menor pode ser considerado
uma vantagem em programas de TIE, visto que, para se evitar mortalidade a
campo, muitas espécies de tefritideos sdo mantidas nas biofabricas apos a
irradiagao até atingir a maturagao sexual, resultando em maiores custos de
manutengao; no caso de D. suzukii, esse passo nao seria necessario.

Efeitos da irradiagao sobre a recopula de fémeas

Em estudo recente, foi verificado que a esterilidade dos machos irradiados
a 200 Gy néo interfere na sua capacidade de copular com fémeas, nem na
probabilidade de serem rejeitados em uma possivel condigdo de recopula
(Krager et al., 2019). Ainda, a irradia¢cdo de machos também né&o afetou a pro-
babilidade das fémeas recopularem, sendo que apenas 7,29 % das fémeas
testadas recopularam. A auséncia de efeitos da esterilidade dos machos na
recopula das fémeas sugere que a radiacédo nao afeta a capacidade dos ma-
chos em transferir fluidos seminais ou a quantidade de esperma transferido,
visto que esses dois fatores sdo frequentemente associados com a altera-
céo fisioldgica e comportamental na receptividade de fémeas apds a copula
(Neubaum; Wolfner, 1999; Singh et al., 2002).

Fémeas irradiadas a 200 Gy tém sua capacidade de cépula afetada. Verificou-
se que, enquanto 72,5% das fémeas férteis copularam, apenas 47,5% das
fémeas estéreis copularam (Kriiger et al., 2019). Em linhagens bissexuais,
em que nao é possivel diferenciar machos e fémeas de forma eficaz ainda na
fase de pupa, a liberagédo de fémeas pode diminuir a eficiéncia da TIE, ja que
elas poderdo competir com as fémeas selvagens pelo acasalamento (Orozco
et al., 2013). Porém, visto que as fémeas estéreis de D. suzukii apresentam
menor probabilidade de copular do que as fémeas néo irradiadas, essa com-
peticdo sera menor. Ainda, a esterilidade de machos e/ou fémeas néo afetou
a recopula das fémeas, sendo que, em média, 17,5% das fémeas recopula-
ram (Krlger et al., 2019). Apesar da auséncia de recopula ndo ser obrigatoria
na implementacdo de um programa de TIE, a maior probabilidade de reco-
pula de fémeas que copularam primeiramente com machos estéreis pode
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ser preocupante (Radhakrishnan; Taylor, 2008). Apesar de varias espécies
do género Drosophila apresentarem o comportamento de multiplas cépulas
(Singh et al., 2002), a maioria das fémeas de D. suzukii testadas por Kruger
et al. (2019) foi monogamica. Porém, esses autores s6 observaram a proba-
bilidade de recopula por um periodo de 14 dias; se o periodo testado fosse
maior, pode ser que a taxa de recopula também resultasse maior. Porém, na
natureza é provavel que insetos apresentem a longevidade menor que em
laboratério. Assim, apenas uma pequena proporgao de fémeas sobreviveria
o suficiente para copular novamente.

Conclusodes

A partir das técnicas desenvolvidas por Kriger et al (2018) e Krlger et al
(2019) pode se concluir que:

Pupas irradiadas a 200 Gy, 24 horas antes da emergéncia dos adultos, re-
sultam em machos e fémeas com esterilidade reprodutiva superior a 99,5%,
sem efeitos deletérios sobre sua qualidade (longevidade, habilidade de voo e
capacidade de copula dos machos).
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