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RESUMO

CORREA, Sabrina Cristina. Heranca da cor do olho e Capacidade de voo da variante
mosca-das-frutas-sul-americana, Anastrepha fraterculus (Diptera: Tephritidae). 2019. 68
p. Tese (doutorado) — Universidade do Estado de Santa Catarina, Centro de Ciéncias
Agroveterinarias, Doutorado em Producdo Vegetal, Lages, 2019.

Considerada uma praga em potencial na fruticultura a mosca-das-frutas-sul-americana
conhecida por Anastrepha fraterculus é destaque devido aos danos econémicos causados nos
frutos tanto pela oviposigdo quanto pelo desenvolvimento de larvas. O estudo da variagdo
genética, comportamental e reprodutiva de moscas-das-frutas, tem possibilitado o
conhecimento de mecanismos evolutivos, adaptativos e no controle destes insetos-praga, seja
por meios quimicos, fisicos ou genéticos. Foi observado em laboratério a presenca de moscas
mutantes para o carater cor do olho de Anastrepha fraterculus apresentando cor branco do olho
diferente da cor do olho vermelho da mosca selvagem. Neste sentido, o trabalho foi dividido
em dois capitulos. No primeiro capitulo, o experimento foi realizado no Laboratério de
Entomologia localizado na Embrapa Uva e Vinho em Vacaria, RS entre os meses fevereiro e
junho de 2016. Foram realizados cruzamentos dirigidos: i) direto, ii) reciproco, iii)
retrocruzamentos entre moscas mutantes e selvagens conforme o delineamento genético
classico de Mendel. As hipéteses mendelianas foram testadas pelo teste qui-quadrado (y?) para
caréater cor de olho. A heranca genética para a mosca mutante A. fraterculus para carater cor do
olho foi caracterizada como heranga autossdmica recessiva governada por um gene. O segundo
capitulo, o experimento foi realizado no Laboratério Entomologia na Universidade do Estado
de Santa Catarina - UDESC— CAV localizado em Lages, SC entre 0os meses setembro e
dezembro de 2017. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
cinco repeti¢des. Tubos cilindricos de plastico preto foram utilizados para realizar a selegdo de
fenotipos superiores para a capacidade de voo. Foram avaliados a capacidade de voo, tamanho
do comprimento da asa direita de fémeas e machos (simetria bilateral) e niUmero de ovos
ovipositados pelas fémeas por geracdo. Os dados foram submetidos a analise de variancia por
modelos lineares mistos generalizados e quando necessario comparado as médias por Tukey-
Kramer ambos ao nivel de 5% de significancia. Ndo houve diferenca significativa ao longo das
geragdes para as distribuicbes das frequéncias fenotipicas para a capacidade de voo da mosca
mutante A. fraterculus. Nao houve diferenca no nimero de ovos ovipositados por fémeas entre
as geracOes. Houve diferenca significativa no tamanho do comprimento da asa direita entre
fémeas e machos.

Palavras-chave: Variacdo Genética. Separacdo. Endogamia. Mutacéo. Selecg&o.






ABSTRACT

CORREA, Sabrina Cristina. Heritage of the eye color flight and capacity of the mutant fly
Anastrepha fraterculus (Diptera: Tephritidae). 2019.68.Thesis (doctorate) - State University
of Santa Catarina, Agroveterinary Sciences Center, PhD in Plant Production, Lages, 2019.

Considered to be a potential pest in fruit growing, the South American fruit fly known as
Anastrepha fraterculus is highlighted due to the economic damage caused to the fruits by both
oviposition and larval development. The study of the genetic, behavioral and reproductive
variation of fruit flies has made possible the knowledge of evolutionary mechanisms, adaptive
and in the control of these insects-pests, either by chemical, physical or genetic means. It was
observed in laboratory the presence of mutant flies to the color character of the eye of A.
fraterculus presenting white color of the eye different from the color of the red eye of the wild
fly. In this sense, the work was divided in two chapters, where the objectives were: first chapter
i) to characterize the genetic inheritance of the color of the eye of the mutant A. fraterculus
through crossings between fixed and segregant populations; second chapter ii) characterize the
distributions of phenotypic frequencies for flight capacity between generations and the
reproductive and morphological difference of A. fraterculus mutant fly. In the first chapter, the
experiment was carried out at the Entomology Laboratory located at Embrapa Uva e Vinho in
Vacaria, RS between February and June 2016. Crosses were conducted: i) direct, ii) reciprocal,
iii) backcrossing between mutant flies and wild according to Mendel's classic genetic outline.
The Mendelian hypotheses were tested by the chi-square test (%) for eye color character. The
genetic inheritance for the mutant fly A. fraterculus for eye color character was characterized
as an autosomal recessive inheritance governed by a gene. The second experiment was carried
out at the Laboratory of Entomology at the State University of Santa Catarina - UDESC-CAV
located in Lages, SC between September and December 2017. The experimental design was a
completely randomized design with five replicates. Black plastic cylindrical tubes were used to
carry out the selection of superior phenotypes for flight capability. Flying ability, right wing
length of females and males (bilateral symmetry) and number of eggs oviposited by females
per generation were evaluated. The data were submitted to analysis of variance by generalized
linear mixed models and when necessary compared the averages by Tukey-Kramer both at the
level of 5% of significance. There was no significant difference over the generations for the
phenotypic frequency distributions for flight capacity of the mutant fly A. fraterculus. There
was no difference in the number of eggs ovulated by females between generations. There was
a significant difference in the size of the right wing length between females and males.

Keywords: Genetic Variation. Segregation. Inbreeding. Mutation. Selection.
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1 INTRODUCAO GERAL

O territorio brasileiro possui uma grande diversidade de espécies frutiferas cultivadas
em regides distintas de clima tropical e temperado. O pais é o terceiro maior produtor mundial
de frutas frescas representado pela laranja, banana, abacaxi, melancia, coco, mamao, ameixa,
péssego, uva e magd com uma producdo anual superior a 40 milhdes toneladas, perdendo
somente para a China e a india (ANUARIO BRASILEIRO DA FRUTICULTURA, 2018).

Desta maneira, diversos fatores podem causar perdas tanto na qualidade quanto na
producdo de plantas frutiferas, sejam elas nativas ou exéticas, devido as condigdes
edafoclimaticas, posicdo geografica e, principalmente, por insetos considerados pragas na
fruticultura, como por exemplo as moscas-das-frutas (QUERINO et al., 2014).

As moscas-das-frutas pertencem a familia Tephritidae, infestam mais de 54 espécies de
plantas frutiferas, entre elas a familia das Myrtaceae, Sapotaceae, Anacardiaceae,
Passifloraceae, as quais séo consideradas hospedeiras multiplicadoras destes insetos pragas
(SILVA et al., 2010; BOMFIM et al., 2014).

Para 0 género Anastrepha estdo registrados mais de 97 espécies no Brasil, das quais 45
espécies encontram-se distribuidas em Santa Catarina (NAVA; BOTTON, 2010). Do ponto de
vista econdmico, em Santa Catarina e no Rio Grande do Sul a espécie que tem maior relevancia
por ser considerada a principal espécie praga na fruticultura é a mosca-das-frutas-sul-americana
Anastrepha fraterculus (MALAVASI et al., 2000).

Esta praga Anastrepha fraterculus encontra-se presente em mais de 95% das armadilhas
instaladas nos pomares no RS e desperta a atencao dos produtores fruticolas, devido aos danos
causados nos frutos, ocasionando perdas na producéo e na qualidade para a comercializagédo
(SALLES; KOVALESKI, 1990; KOVALESKI et al., 2000).

A espécie A. fraterculus pertence a ordem Diptera, familia Tephritidae (GALLO et al.,
2002), encontra-se distribuida na América Latina entre as latitudes 35°N e 35°S (ALUJA,1994;
MALAVASI et al., 2000).

Segundo Mendes (1958), em um estudo sobre os tecidos somaticos e a parte germinal,
0 nimero basico de cromossomo da espécie A. fraterculus é n=12, caracterizando uma espécie
diploide. Selivon et al. (2004, 2005), em estudo sobre analises isoenzimas, cariétipos,
morfologia do ovo, morfometria, concluiu que existem pelo menos quatro grupos diferentes
denominados de Anastrepha sp.1 aff fraterculus, A. sp.2 aff fraterculus, A. sp.3 aff fraterculus

e A. sp. 4 aff fraterculus compondo o grupo fraterculus no Brasil.
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Posteriormente, outros trabalhos na area da biologia molecular com marcadores
moleculares, possibilitaram a selecdo de primers SSR polimdérficos para a espécie A.
fraterculus, os quais foram desenvolvidos e mapeados por Lanzavecchia et al. (2014) para
caracterizar o complexo fraterculus.

Em 2010, em meio a uma criacdo de moscas selvagens de A. fraterculus foi observado
a presenca de moscas mutantes para o carater cor de olho branco divergente da mosca selvagem
que apresenta coloracdo do olho iridescente azuis-verde com um padrdo de mudanca em
pigmentos vermelhos (YAMADA; SELIVON, 2001). Estudos sobre a heranca da cor do olho
e a capacidade de voo desta populacdo de mosca mutante A. fraterculus sdo escassos na
literatura brasileira.

O estudo sobre as variacGes genéticas, reprodutivas e morfoldgicas desta espécie
mutante A. fraterculus irdo possibilitar melhor entendimento do comportamento evolutivo,
adaptativo e genético desta espécie. Fatores estes, em conjunto, contribuem na caracterizacao
da variabilidade genética, de modo que, a descricdo do fendtipo depende do componente
genético, ambiental e da interacdo entre ambos. Caso ndo haja variabilidade genética para uma
caracteristica em questdo dentro de uma populacdo, a mesma pode ser considerada uma
populacéo endogamica.

Desta maneira, o primeiro capitulo aborda a realizacdo de experimentos através de
cruzamentos entre pais homozigotos e contrastantes, a fim de caracterizar a heranga da cor do
olho da mosca mutante A. fraterculus. O segundo capitulo foi destinado a realizacao de testes
de capacidade de voo, descricdo do comportamento reprodutivo e analises morfoldgicas da
mosca mutante A. fraterculus.

O estudo se baseou nas seguintes hipdteses: primeiro capitulo: i) a heranca da cor do
olho é autossémica recessiva governada por um gene; segundo capitulo: ii) A mutacdo na cor
do olho afetou na capacidade de voo; iii) existe variabilidade genética para o carater capacidade
voo; iv) Existe diferengas entre as geracdes para 0 comportamento reprodutivo e v) Existe
diferencas nas analises morfologicas entre fémeas e machos. Com base nestas hipoteses, 0s
objetivos foram: primeiro capitulo i) caracterizar a heranca genética da cor do olho da mutante
A. fraterculus através de cruzamentos entre populacdes fixas e segregantes; segundo capitulo
il) caracterizar as distribuicGes das frequéncias fenotipicas para a capacidade de voo entre as
geracOes da mosca mutante A. fraterculus; iii) caracterizar se existe diferenca reprodutiva e

morfoldgica da mosca mutante A. fraterculus.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FAMILIA TEPHRITIDAE E GENERO Anastrepha

As moscas-das-frutas dos géneros Anastrepha, Bactrocera, Ceratitis, Dacus, Ragholetis
e Toxotrypana, pertencem a Ordem Diptera, familia Tephritidae, apresentam metamorfose
completa, sendo estas, consideradas importantes pragas no mundo (GALLO et al., 2002). Mais
de 4.448 espécies estdo agrupadas em 484 géneros de moscas das frutas, as quais encontram-se
distribuidas nas regiGes que compreendem a América do Sul, América Central, Caribe, México
e Sul dos Estados Unidos (NORRBOM, 2004).

O género Anastrepha inclui cerca de 115 espécies, entre elas, sete espécies, tem
importancia agricola, a Anastrepha fraterculus (Wied.), Anastrepha grandis (Macquart),
Anastrepha obliqua (Marquart), A. pseudoparallela (Loew), Anastrepha sororcula Zucchi,
Anastrepha striata Schiner e Anastrepha zenildae Zucchi (ZUCCHI, 2000).

2.2 IDENTIFICACAO

A espécie Anastrepha fraterculus pode ser facilmente identificada erroneamente com
outras espécies do género Anastrepha, como as espécies A. sororcula, A. obliqua e A. zenildae,
(ZUCCHl et al., 1998).

O grupo fraterculus, € um grupo que evoluiu recentemente e € composto por mais de 27
espécies, sendo semelhantes morfologicamente entre si (SMITH-CALDAS, et al., 2001). O
aparelho reprodutivo e a morfologia do apice do ovipositor de fémeas adultas é um dos métodos
utilizados para diferenciar uma espécie da outra (ZUCCHI, 2000).

Herndndez- Ortiz et al. (2004) realizaram experimentos com populacGes de A.
fraterculus e amostras foram coletadas em sete localidades do México, duas no Brasil, uma na
Coldmbia e uma na Argentina para observar 19 variaveis morfométricas do aculeo, asa e
mesonoto. Os resultados obtidos foram que existe diferencas significativas nas populagdes do
México e da América do Sul no que diz respeito ao aculeo, que correspondem a entidades

taxondmicas distintas.



22

2.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

As caracteristicas morfoldgicas descritas para a espécie A. fraterculus é que o aparelho
reprodutivo da fémea é composto pela bainha do ovipositor com a abertura do oviduto proximo
ao apice com padrgo alar do mesonoto (MANICA DA CRUZ et al., 2000).

Os ovos quando ovipositados por fémeas de A. fraterculus apresentam um formato de
meia lua e sdo arredondados nas extremidades com coloragdo branco-creme (SELIVON;
PERONDINI, 1998). Dois dias apds oviposicdo, é possivel observar a eclosdo de larvas, as
quais passam por trés instares e o seu tamanho varia conforme esta vai se desenvolvendo dentro
fruto (BOTTON et al., 2003). Apds o desenvolvimento larval, observa-se a presenca de pupas
do tipo coarctada, as quais apresentam uma coloracao que varia de branco, amarelada, a marrom
escuro (SALLES, 1995).

A A. fraterculus apresenta em torno de 7 mm de comprimento e 16 mm de envergadura,
asas hialinas de cor amarela e com manchas em formato de S e V invertido (GALLO et al.,
2002).

2.4 DANOS DIRETOS E INDIRETOS

As moscas das frutas sdo pragas de importancia econémica na fruticultura e barreiras
quarentendrias sdo impostas pelos paises importadores, devido aos danos causados em frutos
por fémeas tanto diretamente quanto indiretamente (BOTTON et al., 2003). Danos diretos
podem ser caracterizados como o desenvolvimento larval no interior de frutos. Os indiretos,
tanto o corpo quanto o aparelho bucal das fémeas de A. fraterculus, podem servir de transporte
mecénico de fungos quando em contato com o fruto no momento da realizagdo da punctura,
levando assim a infeccdo e a incidéncia de podriddes fungicas, acarretando em perdas na
qualidade dos frutos (MACHOTA JUNIOR et al., 2013).

Varios danos podem ocorrer em plantas frutiferas, entre eles, podemos citar, a cultura
da videira na fase de grdo ervilha, fémeas ovipositam em bagas de uva, ocorrendo uma queda
prematura, devido a oviposigéo e posteriormente o desenvolvimento larval em frutos maduros,
acarretando perdas na cultura (ZART; BOTTON; FERNANDES, 2011).

Em maca, foi possivel observar em frutos verdes e imaturos algumas deformagdes
devido a postura de fémeas de A. fraterculus e a presenca de galerias mal sucedidas causadas
por larvas, levando a queda prematura dos frutos, tornando-se invidvel a producédo
(SUGAYAMA et al., 1997).
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2.5 MONITORAMENTO POPULACIONAL E CONTROLE BIOLOGICO

Atualmente, o monitoramento populacional das moscas-das- frutas vem sendo
realizado com o uso de atrativos alimentares, suco de uva tinto (25%), IscaMosca (5%), Torula
(pastilhas), BioAnastrepha (5%) e CeraTrap® sem diluicdo em armadilhas instaladas nos
pomares. O monitoramento populacional, permite conhecer melhor a ocorréncia e a flutuacéo
populacional das moscas-das-frutas em diversos locais, podendo auxiliar em programas de
manejo integrado (MONTEIRO et. al, 2007).

No Brasil e no mundo o uso expressivo de inseticidas em pomares para o controle de
insetos-pragas tem acarretado problemas relacionados com o desaparecimento de insetos
benéficos, resisténcia a pragas, residuos nos alimentos, surtos de pragas secundarias,
desequilibrio ambiental, bem como problemas a saide humana (VREYSEN et al., 2006).

E importante salientar sobre a importancia do conhecimento da bioecologia de insetos-
pragas em relacdo as plantas hospedeiras, uma vez que, o controle torna-se mais eficaz quando
é tomada a decisdo seja por meio de métodos quimicos, bioldgicos ou culturais (SALLES,
1995).

O controle bioldgico tem sido uma alternativa promissora para o controle destes insetos
pragas, aumentando a diversidade bioldgica, conservacdo dos recursos naturais e a preservacao
de espécies nativas (AZEVEDO et al., 2013). Desta maneira, varios métodos tem sido
utilizados para controlar as moscas- das- frutas como exemplo o uso de bactérias, parasitoides,
predadores, virus, fungos e nematdides (CARVALHO et al., 2000).

Na familia Tephritidae varios estudos tem sido realizados com uma bactéria chamada
Wolbachia, pois, esta causa alteragfes reprodutivas em seus hospedeiros, incompatibilidade
citoplasmatica (IC) unidirecional e bidirecional (WERREN, 1997).

A IC unidirecional, esta associada quando o 6vulo da fémea que néo esta infectado pela
bactéria é fertilizado com o espermatozoide do macho infectado. Por outro lado, a IC
bidirecional estd relacionada com possiveis linhagens diferentes de Wolbachia que pode
infectar tanto machos quanto as fémeas (RIBEIRO, 2009).

Desta forma, cruzamentos entre populagdes, espécies ou linhagens, pode ocorrer 1C nos
gametas femininos e masculinos, causando a morte do zigoto nas espécies dipldides ou gerando
machos na prole haplodiploides (HARRIS et al., 2012).

O parasitoide exotico Diachasmimorpha longicaudata (Hymenoptera: Braconidae) é
utilizado para o controle de larvas de A. fraterculus e C. capitata (PARANHOS, 2008).
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2.6 TECNICA DO INSETO ESTERIL (TIE) EM MOSCAS- DAS- FRUTAS

A técnica do inseto estéril (TIE) consiste na liberagdo de um grande nimero de machos
esterilizados por irradiacdo que irdo acasalar com as fémeas selvagens (espécie-especifico), por
serem estéreis ndo geram descendentes, diminuindo assim o nivel populacional dos insetos
(KNIPLING, 1955).

Esta técnica, por sua vez tem sido adotada em vérios paises, como EUA, México,
Guatemala, Argentina, Chile, Peru, Portugal, Tunisia, Tailandia, Africa do Sul e Jap&o no
controle das mosca-das-frutas tais como: Ceratitis capitata, Bactrocera cucurbitae, Anastrepha
ludens e Anastrepha obliqua (Macquart, 1835), obtendo sucesso no controle destes insetos-
pragas (HENDRICHS, 2002).

No ano de 2005 no Brasil, especificamente na regido Nordeste em Juazeiro/Petrolina foi
fundada a primeira biofabrica a utilizar a tecnologia de raios-x para esterilizacéo de insetos para
o controle da mosca-do-mediterraneo, Ceratitis capitata (Diptera: Tephritidae).

Entretanto, existem alguns empecilhos na utilizacdo da técnica do macho estéril, devido
as diferentes doses radioativas a serem aplicadas para a esterilizar o macho. E realizado, ap6s a
esterilizacdo, um padrdo de controle de qualidade determinado pela Agéncia Internacional de
Energia Atdmica (IAEA/FAO), onde os machos estéreis devem apresentar capacidade de voo,
atrair as fémeas, copular e as fémeas devem preferencialmente acasalar uma s6 vez (DIAS;
GARCIA, 2014).

A esterilizacdo por radiacdo gera mutacdes letais dominantes aleatérios nos gametas
afetados, de modo que, 0s ovos postos pelas fémeas fertilizadas por machos estéreis ndo se
desenvolvem. No entanto, existe a possibilidade de ocorrer aspermia e sobrevivéncia reduzida
do adulto, quando estes receberam doses de irradiacdo nos seus estadios iniciais de larvas e
pupas de A. fraterculus (DIAS; GARCIA, 2014).

Na engenharia genética, existe um sistema conhecido como RIDL (Lancamento de
Insetos carregando uma dominéncia letal) € um sistema transgénico espécie- -especifico que
induz a letalidade nos organismos portadores do transgene (PHUC et al.,, 2007). Este
procedimento ocorre devido a integracdo de um transposon no material genético do inserto, o
qual esté relacionado com a codificacdo de uma proteina repressivel por tetraciclina, que possui
acdo deletéria no desenvolvimento celular quando utilizada em altas doses intracelulares
(OLIVEIRA et al., 2011).

Descendentes do RIDL e do TIE, morrem em consequéncia de herdar um ou mais

mutacdes letais dominantes, havendo o declinio da populacéo alvo (PHUC et al., 2007).
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2.7 VARIABILIDADE GENETICA

Uma das formas de proporcionar criagdo da variabilidade genética tanto em plantas
quanto em insetos é através da mutacdo. Neste sentido, a mutacdo pode ocorrer de forma
espontanea na natureza ou induzida por agentes quimicos ou fisicos. A variabilidade genética
pode ocorrer na segregacao cromossomica independente e na recombinacédo genética da meiose
vistos em suas progénies (STAHL, 1970).

A recombinac&o génica, entre diferentes genotipos, é realizada por meio da hibridizacéo
natural ou artificial, havendo a fusdo de gametas geneticamente diferentes resultando em
hibridos heterozigéticos para um ou mais loci (HALLAUER; MIRANDA, 1991).

A diversidade alélica ou haplotipica (sequéncias nucleotidicas especificas) sdo geradas
através de mecanismos genéticos de recombinacdo e diploidia. Em genética, a recombinacéo,
refere-se ao crossing-over meidtico, no qual abrange eventos meidticos tanto de segregacao
independente quanto crossing-over, criando novas combinacfes génicas passadas para a
proxima geracdo (GUERRA, 1996).

Diante disso, a permuta ou “crossing over” ocorre nos cromossomos homodlogos na
meiose, havendo uma divisdo reducional dos gametas (2", onde n = numero de pares de
cromossomos em individuos heterozigotos) e trocas em partes entre as cromatides nao irmas,

possibilitando a recombinacdo de genes ligados (RAMALHO et al., 2012).

2.8 O COMPLEXO fraterculus

A caracterizacdo da variabilidade genética, mediante a constituicdo de bancos de
germoplasma e colecdes de variacbes genéticas vém sendo um fato importante na identificacdo
do grupo fraterculus (SMITH-CALDAS et al., 2001).

Vaérias pesquisas tém auxiliado na identificacdo do complexo fraterculus por meio de
estudos morfometricos multivariado, citotaxonomia, bioquimica, isoenzimas, cariétipo e a nivel
molecular. Tais estudos, indicaram a deteccdo da variabilidade genética, maior informacéo
genética por loco e a existéncia de um complexo de espécies cripticas (onde duas ou mais
espécies distintas sdo erroneamente classificadas dentro da espécie) (BARR, 2005; SELIVON
et al., 2005).

Selivon et al. (2004) estudou os aspectos cromossdmicos e morfoldgicos e constatou
duas entidades biologicas diferentes de A. fraterculus que ocorre simpatricamente, a A. sp. 1

aff fraterculus (A. spl) e A. sp2 aff fraterculus (A. sp2) na regido Sul do Brasil. Posteriormente
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foram identificadas mais duas novas espécies do complexo fraterculus, localizadas nas regides
sul, sudeste e no litoral do Brasil a A. sp. 3 aff fraterculus e em Guayaquil no Equador A. sp. 4
aff fraterculus (SELIVON et al., 2005)

Com isso, através das entidades morfologicas da A. sp.1 e a A sp.2, observa-se varias
semelhangas entre as duas no que diz respeito a especiac¢ao e ao isolamento reprodutivo, devido
aos mecanismos que causam alteracdo reprodutiva (incompatibilidade citoplasmatica) no

isolamento pds-zigotico.

2.9 ESPECIACAO E ISOLAMENTO REPRODUTIVO

Para compreender melhor a biologia evolutiva e 0 complexo de espécies cripticas das
moscas-das-frutas € fundamental conhecer o processo de especiacdo e a distribuicdo destes
organismos no tempo e no espago (OLIVEIRA, 2009).

Segundo Ridley (2006) o complexo de espécies cripticas compreende espécies isoladas
reprodutivamente entre si, mas morfologicamente idénticas, no qual compreende mais de uma
espécie de Anastrepha fraterculus (SELIVON et al., 2005).

O conceito de especiacdo pode ser definido quando individuos de uma populacdo nédo
conseguem mais trocar material genético entre si, uma vez que, a especiacdo é dividida em
alopatrica, simpatrica, parapatrica e peripatrica (FUTUYMA, 2005; BICKFORD et al., 2007).

O conceito da especiacdo alopatrica € quando grandes populacbes sdo isoladas
fisicamente por alguma barreira externa e as populagcdes ndo conseguem mais cruzar entre si,
ocorrendo o isolamento reprodutivo (COYNE, 1992). Ja para a especiacdo simpatrica, ndo sao
separadas geograficamente, mas se tornam espécies diferentes. O processo de especiacdo é
caracterizado pela auséncia de fluxo génico entre as populacdes de reproducdo sexuada, de
modo que a divergéncia do gene pode ocorrer ao acaso ou por selegdo natural, ocorrendo assim
o isolamento reprodutivo (WU, 2001).

O isolamento reprodutivo entre as populagdes € um mecanismo que proporciona
identificar diferencas no sistema reprodutivo e morfologico entre espécies. Por consequéncia,
quando dois grupos ndo compartilham um pool genético em comum, o F1 é completamente
inviavel ou estéril em ambos os sexos, indicando grupos isolados reprodutivamente (WU,
2001).

Tanto a selecdo sexual quanto a selecdo ambiental (as incompatibilidades) sdo fatores
que contribuem para o isolamento reprodutivo que € dividido em pré e p6s-zigético (BROCK-
CLUTTON, 2009).
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Um exemplo pré-zigotico é a alimentacdo que influencia no isolamento reprodutivo,
devido os machos procurarem fémeas que mantiveram a mesma dieta que os mesmos. Diante
disso, a selecdo pode estar atuando em funcédo do gene da alimentacéo e reproducéo, fenbmeno
este conhecido como pleiotropia (CRESONI-PEREIRA; ZUCOLOTO, 2005).

J& 0 processo pos-zigético é mais complexo envolvendo Vvérios fatores, entre eles:
espécies diferentes reproduzindo-se e gerando hibridos. Os hibridos podem apresentar
comportamentos aberrantes, consequentemente, baixa viabilidade ou esterilidade gamética,
sendo assim existem casos em que o isolamento é total apos o acasalamento devido a anomalias
comportamentais (ROUGHGARDEN; AKCAY, 2010).

Diante disso, sugere-se que as espécies possuem diferentes padrdes de divergéncia
genética, tanto ao nivel intrapopulacional quanto ao nivel interpopulacional. A divergéncia
genética ocorre também quando comparada com o grau de isolamento sexual (duracdo pre-
acasalamento e acasalamento) incompatibilidade hibrida (reducdo da reproducdo) entre duas
espécies (RITCHIE, 2007).

2.10 GENETICA DE POPULACOES

Uma populacdo é definida quando um conjunto de individuos da mesma espécie
compartilham genes entre si, apresentam caracteristicas e um sistema de acasalamento em
comum (TEMPLETON, 2011).

Desta maneira, uma populacédo pode ser caracterizada a partir da sua frequéncia alélica
a qual refere-se a um alelo, que por sua vez, a frequéncia genotipica corresponde a um genétipo
(HARTL; CLARK, 2010).

A estrutura de uma populacdo serd determinada pela quantidade de individuos
envolvidos na reproducao. Em populacGes pequenas podem ocorrer alteraces na sua estrutura,
apresentando uma certa endogamia. J& em populagdes grandes, ocorre a unido dos gametas
aleatoriamente, apresentando um equilibrio genético, e as frequéncias génicas, genotipicas
permanecem constantes de geracdo em geracdo (GRIFFITHS et al., 2013). Uma populacéo
compartilha um conjunto coletivo de genes locais chamados de pool génico (conjunto).
Portanto, a evolucdo ocorre quando ha uma mudancga no pool génico, no qual ocorrem varios
tipos de combinacGes génicas ao longo do tempo (GRIFFITHS et al., 2013).

A deducdo das frequéncias genotipicas (cruzamentos aleatorios de individuos) e das

frequéncias alélicas da genética de populagdes estd fundamentada na equacdo da lei de Hardy-
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Weinberg. O modelo da equacdo Hardy-Weinberg pode ser ilustrado matematicamente entre
frequéncias alélicas e genotipicas é dado por:

Binomial: (p+q)% p2+ 2pg+0?=1 onde AA: p> Aa:2pq aa: g?

em que p? 2pq e g? séo frequéncias dos gendtipos AA, Aa e aa nos zigotos de qualquer
geracdo, p e g sdo frequéncias alélicas de A e a nos gametas precedente p+g=1. Para que nao
ocorra erros de amostragem, a populacao deve ser suficiente grande (HARTL; CLARK, 2010).

O célculo pode ser utilizado para as frequéncias génicas na geracdo atual (to) para
calcular as frequéncias genotipicas na geracao seguinte (t1) por amostragem do conjunto génico
e também pode ser usado para calcular as frequéncias génicas na proxima geracao (t2).

Estas frequéncias génicas devem permanecer tanto na geracdo (t2) quanto na geracao
(t1), aderindo ao equilibrio de Hardy-Weinberg (RAMALHO et a., 2012). Portanto, frequéncias
alélicas ndo devem mudar de uma geragéo para outra em uma populacdo em equilibrio.

No entanto, a teoria do equilibrio Hardy-Weinberg s6 pode ser aplicada, caso sejam
inexistentes ou de pequena magnitude fatores evolutivos, como a mutacdo, selecdo natural,
migracao e deriva ou oscilagdo genética.

A mutacdo, ocorre a nivel molecular de varias formas, por meio de substitui¢des de uma
Unica base, insercdes, dele¢des, transposicdes, duplicacbes, criando diversidade alélica, onde
os alelos sdo simplesmente formas alternativas de um gene (STAHL, 1970).

A selecdo natural € um processo que ocorre quando ha interacdo do gendtipo com
ambiente, ou seja, diferentes gendtipos se expressam conforme as condi¢cBes do ambiente,
produzindo diferentes fenotipos Este processo estad fundamentado na replicacdo diferencial do
DNA, onde ambiente pode influenciar nos individuos para determinadas caracteristicas
hereditarias, tendo como consequéncia a chance de sobrevivéncia e reproducdo (PEREIRA,
2014).

A migracédo ocorre quando individuos geneticamente diferentes introduzem seus genes
em uma outra populacdo, de modo que, ocorre alteragdes nas frequéncias génicas nesta
populagcéo (TEMPLETON, 2011).

Ja a oscilacdo genética € um dos fatores que explica as modificacdes das frequéncias
alélicas em populagBes. As principais consequéncias da oscilacdo genetica séo: i) diferencas
nas subpopulagdes; ii) diminui a variancia genética dentro de uma populagéo e iii) aumento da
homozigose (CARNEIRO et al., 2006).



29

2.11 DELINEAMENTOS BIOMETRICOS

A divergéncia genética pode ser avaliada através de modelos biométricos, os quais
quantificam a heterose ou por métodos preditivos baseados no grau de diversidade genética,
seja ela morfoldgica, agrondmica, fisiologica ou molecular (CRUZ, 2008). Muitos gendtipos
podem apresentar o0 mesmo fen6tipo e 0 mesmo gend6tipo pode ter diferentes efeitos fenotipicos
em ambientes diferentes (FALCONER, 1981).

Delineamentos biométricos sdo uma alternativa utilizada para detectar a interacao
gendtipo x ambiente (repetidos em varios ambientes), 0s quais proporcionam a estimacéo da
variabilidade genética, correlagdo do gendtipo e fenotipo, através dos efeitos ambientais e suas
interacdes (CRUZ, 2008).

Os modelos biométricos estdo fundamentados na avaliacdo da divergéncia dos
genitores, abrangendo areas importantes da genética e da experimentacdo, bem como
procedimentos de analises uni e multivariadas de caracteristicas qualitativas, quantitativas e
moleculares (CRUZ; CARNEIRO, 2004).

Neste sentido, trés aspectos diferenciam a genética qualitativa da quantitativa: i)
caracteres quantitativos, geralmente sdo governados por varios genes (Heranca poligénica); ii)
através do estudo de populagdes, pode-se estimar parametros, como média, variancia e
covariancia; iii) Variagdes continuas e efeito do ambiente (CRUZ et al., 2012).

A variacdo genética entre as progénies vai depender da acdo dos locos envolvidos e
também da variacdo do carater em questdo nas diferentes geracdes. Cabe destacar que 0s
caracteres que possuem importancia econémica é do tipo quantitativo em diferentes espécies,
sendo estes caracteres estudados através do valor fenotipico em acdo conjunta com o efeito
gendtipo sob influéncia do ambiente (MATHER; JINKS, 1984).

Contudo, a variacdo genética quantifica a expressao de um carater na populacgéo e pode
ser decomposta em trés elementos: i) variancia genética aditiva; ii) variancia genética
dominante; iii) variancia genética epistatica (FREEMAN, 1973).

A variancia genética aditiva possui um nuamero favoravel de alelos em uma populacéo
que se apresenta em equilibrio, devido aos valores genotipicos dos individuos, identificacéo
dos possiveis genotipos superiores, definindo o ganho de selegdo (MATHER; JINKS, 1984).

A variancia genética epistatica, refere-se a interacdo génica de diferentes alelos, sendo
complexa, devido sua heranga dos caracteres em relacdo a variagdo genética aditiva e dominante
(FALCONE; MACKAY, 1996). Os efeitos epistaticos sdo caracteristicas quantitativas e estdo
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correlacionados com a base genética da heterose e depressdo por endogamia (CHEVERUD;
ROUTMAN, 1995; CACH et al., 2005).

A heterose manifesta na média fenotipica do hibrido (vigor hibrido) em relacéo a média
das suas respectivas linhagens genitoras contrastantes (EBERHART; RUSSEL, 1966;
BOREM; MIRANDA, 2005; 2013). O grau médio da dominancia expressa o tipo de interacio
intra-alélica entre o valor genotipico codificado do homozigoto, sendo expresso pela
dominancia completa 1 (d=a); auséncia de dominéncia 0 (d=0); sobredominancia > 1 (d>a);
dominancia parcial <1 (d<a) (CRUZ et al., 2012).

A herdabilidade é a proporcéo de variancia genética sobre a variancia fenotipica total,
ou seja, a proporcao herdavel da variabilidade total. Esta propor¢cdo herdavel é alterada pelo
efeito do ambiente e a selecdo de novos gendtipos torna-se mais dificil (NUNES et. al., 2002).
A herdabilidade pode ser dividida em dois tipos: herdabilidade no sentido amplo e
herdabilidade no sentido restrito.

A herdabilidade no sentido amplo é definida pelo coeficiente de determinacdo entre a
variagdo valor genotipico (Vg) sobre o valor fenotipico (Vf) (BOREM; MIRANDA, 2013). A
herdabilidade no sentido restrito é definida como o coeficiente de determinacéo entre a varia¢ao
valor genetico aditivo (Va) e o valor fenotipico (V).

Neste sentido, os possiveis fatores que afetam a herdabilidade séo: i) a caracteristica; ii)
0 método de estimacao; iii) a diversidade na populacdo; iv) o nivel de endogamia da populacéo;
v) o0 tamanho da amostra avaliada; vi) o nimero e o tipo de ambiente considerados; vii) a
unidade experimental considerada e viii) a precisdo na conduc¢do do experimento e da coleta de
dados (BOREM; MIRANDA, 2013).

2.12 CARIOLOGIA E MARCADOR MOLECULAR

Mendes (1958), estudou os tecidos somaticos (glanglios nervosos, larvas e pupas) e a
parte germinal (testiculos de pupas, ovarios e adultos) de A. fraterculus. Este mesmo autor,
observou nos tecidos sométicos de larvas fémeas e machos a presenga de 12 cromossomos
(2n=12). Sendo que, no tecido somatico da larva fémea observou-se a presenca de cinco pares
e dois cromossomos ndo homologos (um grande e um pequeno), de modo que a constituicdo da
fémea é de 10A+XX e a do macho 10A+XY, sendo X maior que Y.

E na parte germinal, tanto os testiculos de pupas quanto os de adultos, apresentaram na
primeira divisdo meiotica, cromossomos se movimentando para um lado do pélo 5A+X e para

outro lado do pdlo 5A+Y. J& na segunda divisdo meidtica, 0s espermatdcitos apresentaram
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5A+X e 5A+Y. Apesar dos estudos serem realizados de forma independente, ainda assim havia
a necessidade de compreender melhor a respeito da biologia e a evolucdo de espécies no
complexo fraterculus (SELIVON; PERONDINI, 1998).

O estudo genético em populacdes estd baseado na estrutura geneética, no sistema
reprodutivo e no fluxo génico, com transmissédo mendeliana e os marcadores moleculares tém
sido utilizados com sucesso no estudo das populagdes (AGUIAR et al., 2011).

Marcadores microssatélites sdo usados no grau de individuo aparentado, na
determinacédo da pureza varietal, fluxo génico, estimativa da taxa de cruzamento, diversidade
genética e identificacdo de genes (RAMALHO et al., 2012)

A determinacdo da diversidade genética entre genotipos de interesse e a identificacdo
de genes-alvo pode ser realizada com o uso de marcadores moleculares (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1996). Em genética de populacdes sdo utilizados marcadores
microssatélites ou SSR (Single Sequence Reapeats), 0os quais tem sequéncias de DNA
repetitivas em tandem (4 nucleotideos de comprimento).

Os microssatélites sdo amplificados atraves da PCR, utilizando-se primers especificos
de 20-30 bases, complementares as sequéncias que flanqueiam uma determinada sequéncia
repetitiva. Entretanto, as sequéncias podem variar de tamanho pela adicdo ou perdas das
unidades repetidas, caracterizando uma taxa evolutiva (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1995).

A partir das sequéncias repetitivas, independentemente do elemento repetitivo (CA,
GC, TG, ATC), é possivel obter informacdes de uma determinada espécie. Os locus
microssatélites pode ser distinguido pelo seu tamanho, ap6s a amplificacdo e os fragmentos
podem ser separados tanto em géis de agarose, corados com brometo etidio, quanto em géis
poliacrilamida, com colora¢do com nitrato de prata (ZIMMER et al., 2005).

O polimorfismo possui uma grande quantidade de alelos e permite uma separagao
precisa de individuos aparentados, no qual sdo muito utilizados na biologia de populagdes,
como exemplo no estudo de fluxo génico ou na avaliagdo no grau de parentesco
(SCHOLOTTERER, 2004). Vaérias sdo as vantagens de se usar os microssatélites, entre elas,
sdo codominantes (pode se distinguir a diferenga entre homozigotos e heterozigotos), uma vez
que requerem pouco DNA, pois, sdo multialélicos (FERREIRA; GRATAPAGLIA, 1995).

2.13 MUTACOES EM MOSCAS-DAS-FRUTAS

A mutagdo pode ser definida como qualquer efeito ou acdo de mudar, alterar ou

transformar algo no material genético. Um exemplo de mutagao génica, € o classico estudado
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em Drosophila o fenétipo de olho de Bar. Esta mutagdo génica ocorre quando nas duplicagoes
podem causar variagdes fenotipicas, alterando assim a forma oval normal do olho para fendas
verticais. Neste caso, ocorreu uma mutacdo ligada a heranca X, onde as fémeas selvagens
(B*/B™) apresentam aproximadamente 800 facetas, as fémeas heterozigotas (B/B*) tem cerca
350 facetas, enquanto as fémeas homozigotas B (B/B) apresentaram em média 70 facetas
(KLUG et al., 2010). As facetas sdo chamadas de omatideos e possuem simetria bilateral
(GALLO etal., 2000)

Nas primeiras décadas do século XX o pesquisador Thomas Hunt Morgan havia
estudado a heranga dos olhos brancos em Drosophila ligada ao cromossomo X. Uma possivel
explicacdo, seria que 0s genes encontram-se em regides diferentes no cromossomos X e Y
(divididos em regides homologas e diferenciais), apresentam mudangas nas proporcoes
fenotipicas diferentes em cada sexo. Existem alelos mutantes que estéo localizados em regifes
diferentes e apresentam um padrdo de herangca monogéncia (pares de genes que segregam
igualmente na formacdo de gametas) ligada ao X. Ja os alelos mutantes com poucos genes a
heranca estd no cromossomo Y chamados de ligados ao Y (STAHL, 1970).

A cor dos olhos compostos das moscas Drosophila é caracterizada por dois alelos que
se encontram em regides diferentes no cromossomo X. Neste caso, 0s alelos recessivos séo 0s
alelos mutante do olho branco representado por (w) e o alelo do tipo selvagem da cor do olho
vermelho representado por (w*).No momento do acasalamento, 0 macho que possui olho branco
(w/-) cruza com uma fémea que possui cor do olho vermelho (w*/w*) e toda a sua prole na F1
apresenta as proporcdes de %2 fémea vermelha (w*/w) e %2 macho vermelho (w*/ -). JAem F;,
0s machos e as fémeas da F1 cruzaram e obteu-se uma proporc¢éo de ¥ fémea vermelha (w*/w™),
Y, macho vermelho (w*/-), ¥ fémea vermelha (w*/w) e ¥s macho branco (w/-). Assim, a heranca
ligada ao sexo € caracterizada devido as proporc¢des fenotipicas serem diferentes nos dois sexos
da prole (GRIFFITHS et al., 2013).
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3 CAPITULO I- HERANCA DA COR DO OLHO DA VARIANTE MOSCA-DAS-
FRUTAS-SUL-AMERICANA (DIPTERA: TEPHRITIDAE).

3.1 RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo identificar a herancga genética da cor do olho da mutante
Anastrepha fraterculus. O experimento foi conduzido em sala climatizada no Laboratorio de
Entomologia da Embrapa Uva e Vinho de Vacaria-RS entre os meses de fevereiro a junho de
2016. Foram realizados conforme o delineamento genético classico cruzamentos dirigidos: i)
direto, ii) reciproco, iii) retrocruzamentos com individuos mutantes e selvagens da mesma
espécie. A fenotipagem foi realizada visualmente atribuindo a cor do olho branco para mutantes
(Afraw) e vermelho para selvagens (AfraW). As hipoteses genéticas foram testadas pelo teste
qui-quadrado x%,001= 10,83. Os pardmetros genéticos, fenotipicos e a herdabilidade no sentido
amplo foram obtidos pelo programa computacional Genes. O cruzamento entre 0s genitores,
mostrou tanto na geracdo F1 quanto em F2, que sdo homozigotos e contrastantes para o carater
cor do olho. O cruzamento direto (Afraw @ x AfraWd) apresentou proporcoes fenotipicas
diferentes esperadas em F1. No cruzamento reciproco as geracdes Fi1, F2, RC1, RC2, RCy>, e RCy»
(Afraw Qx Afrawd') seguiram as proporgdes fenotipicas mendelianas (1:0; 3:1; 1:1; 1:0; 1:1 e
1:0). Portanto, a heranca genética para carater cor do olho foi descrita como heranca
autossdmica recessiva governada por um gene transmitida de forma mendeliana.

Palavras chave: Anastrepha fraterculus, Mutacdo, Variacdo Genética, Segregacao.

3.2 ABSTRACT

The present work aimed to identify the genetic inheritance of the color of the eye of the mutant
Anastrepha fraterculus. The present work aimed to identify the genetic inheritance of the color
of the eye of the mutant Anastrepha fraterculus.The experiment was carried out in an air-
conditioned room at the Entomology Laboratory of Embrapa Grape and Wine of Vacaria-RS
from February to June 2016. The crossbreedings were carried out according to the classical
genetic design: i) test cross, ii) reciprocal cross and, iii) backcrossing using mutant and wild
individuals of the same species. Phenotyping was performed visually by assigning white eyes
to mutants (Afraw) and red to wild (AfraW). Genetic hypotheses were tested using the chi-
square test (y%). Genetic, phenotypic and heritability parameters in the broad sense were
obtained by using the Genes software. The chi-square test y%.001 = 10.83 did not detect
significant differences between the number of flies per phenotype. The crossbreeding between
the parents showed in both F1, F2> generation, which are homozygous and contrasting to the eye
color trait. The test cross (Afraw @ x AfraWd) showed phenotypic segregation in F1 with
presence of female and mutant males. The generations F1, F2, RC1, RC2, RCy 'and RC2 (AfraW
?x Afraw) in the reciprocal cross followed the Mendelian hypotheses ratio (1:0; 3:1; 1:1; 1:0;
1:1 and 1:0). Therefore, the genetic inheritance of the eye color trait was described as an
autosomal recessive inheritance controlled by a gene transmitted in the Mendelian way.

KEYWORDS: Anastrepha fraterculus, Mutation, Genetic Variation, Segregation
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3.3 INTRODUCAO

A espécie Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) conhecida como mosca-das-
frutas-sul-americana, pertence a ordem Diptera, familia Tephritidae e apresenta ampla
dispersao, principalmente, na regido Sul do Brasil (KOVALESKI et al., 2000; MANNI et al.,
2015).

E considerada uma praga de importancia econdmica que causa danos nos frutos tanto
pela oviposicao quanto por larvas, alem de servir como meio de transporte mecénico aos fungos,
potencializando a incidéncia de podridGes fungicas (MACHOTA JUNIOR et al., 2013). Desta
maneira, as frutas de clima temperado como a macd, o péssego, a ameixa e a uva Sao
consideradas hospedeiras multiplicadoras para o desenvolvimento larval dessa espécie praga
(BOTTON et al., 2003; BOMFIM et al., 2014).

Moscas-das-frutas mutantes sdo descritas na ordem Diptera para a caracteristica cor de
olho como um importante carater biologico e apresentam varias cores para a cor do olho, como
o vermelho, branco, amarelo e marrom (FUTUYMA, 1992). A mutacdo esta condicionada na
existéncia bioldgica de genes no espaco/tempo e causam distor¢des nas proporcdes fenotipicas,
diferencas na expressdo génica como, na cor e tamanho do olho, asas, torax, abdémen,
longevidade e sistema reprodutivo (AGUIAR et al., 2011; XUE et al., 2017).

Este caréater fenotipico cor de olho é muito estudado pelos cientistas e tem servido como
modelo experimental em estudos, como heranca genética, envelhecimento precoce,
mapeamento do genoma, monitoramento populacional, liberacdo e captura, exame de
comportamento da maturidade fisioldgica, transgenia e manipulacdo genética de insetos (LI1U
etal., 2014).

Nas primeiras décadas do século XX, o pesquisador Thomas Hunt Morgan em 1933,
estudou a heranca genética da mosca-das-frutas Drosophila sp. para a cor do olho do
cruzamento entre moscas selvagens (vermelhos) e mutantes (brancos). Tais resultados o
levaram a concluir que a heranga genética para a cor dos olhos entre o cruzamento de selvagens
e mutantes estava ligada ao cromossomo X (GRIFFITHS et al., 2013; RAMPASSO; VILELA,
2017). Mutantes, em geral, na familia Tephritidae, possuem heranga autossémica recessiva para
o carater cor do olho (branco), descritos para as espécies Ceratitis capitata (Wiedemann),
Bactrocera dorsalis (Hendel) e a B. cucurbitae (Coquillett) (SAUL; McCOMBS, 1992;
ZAPATER; PEREZ-CAMARGO, 2002; ZEPEDA-CISNEROS et al., 2010).

Mais recentemente, Yamada e Selivon (2001) descreveram pela primeira vez uma

populacdo de moscas mutantes de A. fraterculus para o carater cor do olho (branco). Em seus
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estudos, os autores identificaram a cor de olho para a mutante como Rose e sugeriram uma
heranga autossdmica recessiva.

Em 2010, no laboratério da Embrapa Uva e Vinho em Vacaria, RS em meio a cria¢do
de moscas selvagens de A. fraterculus foi observado a presenca de moscas mutantes para o
caréter cor de olho. Populacdo de moscas selvagens de A. fraterculus apresentam cor vermelho
para o carater cor de olho e as mutantes apresentam cor do olho branco. O aumento destes
individuos mutantes na populacdo selvagem, tem sugerido que este carater pode ser transmitido
ao longo das geragdes. No entanto, estudos que auxiliem na compreensao da herancga genetica
para o carater cor de olho desta nova populacdo mutante sdo praticamente inexistentes na
literatura.

O presente trabalho teve como objetivo identificar a herancga genética da cor do olho da
variante mutante A. fraterculus através de cruzamentos entre populacdes fixas e segregantes

mantidas na Embrapa Uva e Vinho em Vacaria, RS.

3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Local e Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido entre 0os meses de fevereiro e junho de 2016, no
Laboratdrio de Entomologia, localizado na Embrapa Uva e Vinho, em Vacaria, RS, Brasil
(latitude 28° 30' 44" S e longitude 50° 56' 02" W). As popula¢bes mutantes e selvagens de
Anastrepha fraterculus sdo consideradas fixas e sdo mantidas a mais de 100 geracdes pelo
laboratdrio da na Embrapa Uva e Vinho em sala climatizada (25+1°C, 65+10% UR).

Foram montadas gaiolas cilindricas de acrilico (10 cm x 40 cm) contendo dieta solida
com agua destilada para a realizacdo dos cruzamentos das geracGes entre Py, P2, F1, F2, RCy,
RC,, RCy e RCy (Figura 1).
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Figura 1 - Gaiolas cilindricas de acrilico utilizadas para a realizagdo dos cruzamentos e placas
de oviposicdo para a coleta de ovos em condi¢bes de laboratério (25 + 2°C, UR
60+10% e fotofase 14 horas), Embrapa Uva e Vinho Vacaria- RS.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Os cruzamentos dirigidos entre as populagdes fixas e segregantes (direto, reciproco,
retrocruzamentos) estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Cruzamento entre casais mutantes e selvagens de Anastrepha fraterculus para o
estudo da heranca da cor do olho.

CRUZAMENTOS GENOTIPO FENOTIPO
Fixo
Afraw X Afraw (P1) Mutante (cor do olho branco)
AfraW x AfraW (P2) Selvagem (cor do olho vermelho)
Segregantes
Direto Afraw x AfraW (P1 x P) Mutante x Selvagem
Reciproco AfraW x Afraw (P2 x P1) Selvagem x Mutante
Retrocruzamentos RC; AfraW (F1) x Afraw (P1) Selvagem x Mutante
RC, AfraW (F1) x AfraW (Py) Selvagem x Selvagem
RC,- Afraw (P1) x AfraW (Fy) Mutante x Selvagem
RC,* AfraW (P.) x AfraW (Fy) Selvagem x Selvagem

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
3.4.2 Constituicdes Genéticas
Foram avaliadas as populagdes fixas e segregantes de A. fraterculus obtidas a partir dos

cruzamentos entre individuos homozigotos e contrastantes para o carater cor do olho: i)

mutantes: olhos compostos com coloragdo branca ii) selvagens: olhos compostos com coloracéo
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iridescente azuis-verde com um padrdo de mudanca em pigmentos vermelhos (YAMADA,;
SELIVON, 2001) (Figura 2).

Figura 2 - Individuos a) mutantes (coloracdo branca) e b) selvagens (coloracéo iridescente
azuis-verde com um padrao de mudancga em pigmentos vermelhos) homozigotos e
contrastantes para o carater cor do olho.

b)

Fonte: Adaptado de Zucchi
et al., 2000.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Fémeas virgens (mutantes e selvagens) e machos (mutantes e selvagens) foram criados
em gaiolas cilindricas de acrilico (10 cm x 40 cm) separadas para garantir que ndo houvesse
hibridacdes antes do estudo, para efetuar os cruzamentos e obter as progénies F1. Os genitores
puros quando em idade reprodutiva (seis dias) foram inseridos em cada gaiola (25 fémeas e 25
machos) para a realizar as hibridagdes, obtencdo da geracao Fi.

As fémeas acasaladas ovipositavam diariamente e os ovos foram coletados, em torno de
10 dias, a partir das placas de oviposicdo. As placas foram confeccionadas em tecido
emborrachado, localizadas no topo de cada gaiola. Apés a coleta, os ovos foram contados com
auxilio de um pincel em um microscopio binocular (20x 40x) e em seguida, foram transferidos
para papel toalha com auxilio de pipeta Pasteur, para posterior eclosao de larvas.

O desenvolvimento larval ocorreu em dieta artificial a base de milho, nipagin, acUcar,
levedo de cerveja (proporcdo 1:1:1:1) em camara climatizada (26 + 2 °C 65+10% UR) e

escotofase de 24 horas, durante aproximadamente sete a 10 dias (MORELLI, 2012).



38

Figura 3 - Desenvolvimento larval em dieta artificial em condicdes de laboratdrio (camara
climatizada 26 + 2 °C 65+10% UR, escotofase de 24 horas), Embrapa Uva e Vinho
Vacaria- RS, 2019.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Quando as larvas atingiram o terceiro instar ocorreu 0 empupamento em recipientes
plasticos preenchidos com vermiculita esterilizada apds empupamento procedeu-se a contagem
dos pupaérios. O periodo pupal durou de 14 a 20 dias em sala climatizada (25+£1°C, 65+10%
UR) com fotofase de 14 horas.

Apos a obtengdo da geracdo Fi foi realizada a contagem e a selegcdo visual para a
respectiva caracteristica. Em seguida, para a obtencdo das geragdes F2 e dos retrocruzamentos,
foram montadas novas gaiolas com dieta solida e 4gua destilada, inseriram-se 25 fémeas e 25
machos em cada gaiola, conforme seu respectivo cruzamento, ou seja, F2, 0s retrocruzamentos.

Apo6s a emergéncia foi repetida a contagem e a selecdo visual para a respectiva

caracteristica.

Figura 4 - Selecéo visual para carater cor de olho de mutantes e selvagens (fémeas/machos)
em condic¢des de laboratdrio (25 + 2°C, UR 60+10% e fotofase 14 horas), Embrapa
Uva e Vinho Vacaria- RS, 2019.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
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3.4.3 Andlise Estatistica

Para analisar a hipdtese do nimero de genes envolvidos (se um, dois ou mais genes)
para caracteristica de distribuicdo discreta foi utilizado o teste qui-quadrado %% 001= 10,83 de
probabilidade de erro. As respectivas hipdteses em F2 na 3:1 (proporcdo fenotipica) e 1:2:1
(proporcéo genotipica), RC1 (1;1), RCz (1:0), RCy> (1:1) e RCy (1:0) foram testadas para 0s
cruzamentos (SCHUSTER; CRUZ, 2008).

Os parametros genéticos e fenotipicos branco (0) e vermelho (1) e a herdabilidade no
sentido amplo foram obtidos com auxilio do programa computacional Genes: (Programa para
andlise e processamento de dados baseado em modelos de genética e estatistica experimental,
versdo 2009.7.0).

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Populagdes Fixas

Os resultados obtidos para populac6es fixas demonstraram que 0s genitores utilizados
nos experimentos sao homozigotos e contrastantes para o carater cor de olho. Tanto na geracao
F1 quanto na F2, os individuos mutantes apresentaram a cor do olho branco e os selvagens cor
do olho vermelho (Tabela 2).

No cruzamento entre os genitores mutantes (Afraw x Afraw) a geracdo F1 e F
totalizaram 4548 ovos, 1147 pupérios, das quais 668 emergiram adultos. Ja as moscas selvagens
(Afraw x AfraW), praticamente sdo duas vezes superiores, 7252 ovos, 2136 puparios e 1828
adultos. Devido as diferencas bioldgicas encontradas entre os genitores mutantes e selvagens,
além da cor do olho, acredita-se também que a mutacdo possa ter causado uma reducdo no
namero de ovos, pupérios e adultos. Contudo, a partir do teste qui-quadrado foi obtido a
proporcdo mendeliana para o carater em questdo (1:0 e 0:1), comprovando que 0s genitores

mutantes e selvagens sdo contrastantes e homozigotos.



40

Tabela 2 — NUmero de individuos avaliados quanto a cor do olho em populagdes fixas e
segregantes de Anastrepha fraterculus do cruzamento reciproco. UDESC-
IMEGEM, Lages, SC.

Olho Branco Olho Vermelho

Populagéo Total XTW1

Fémea Macho Fémea Macho x2st
Py 246 236 - - 482 0,20 0,20
P, - - 675 730 1405 2,19 2,19
Fy - - 381 389 770 0,08 0,08
F, 84 91 345 302 822 6 1,57
RC; 263 278 220 292 1053 0,79 7,18
RC, - - 326 347 673 0,65 0,65
RC/,’ 89 89 77 76 331 1,88 0,003
RC,’ 4 4 552 550 1110 0,05 0,05

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
NOTAS: X'W!: teste qui-quadrado y%,00:= 10,83 para heranca da cor do olho, hipotese testada de um gene com
dominancia completa. X? St: teste qui-quadrado para heranca do sexo, hipdtese de segregacéo independente (1:1).

3.5.2 Populagdes Segregantes

Hibridacdes dirigidas entre genitores mutantes e selvagens resultaram em diferentes
proporcdes fenotipicas esperadas para o carater cor do olho nas populagdes segregantes (Tabela
2).

No cruzamento direto (P1 x P2) por exemplo, foi observado na geracdo Fi1, a presenca
de moscas mutantes, o que ndo é esperado quando se trata de pais homozigotos contrastantes.
Dos 1795 ovos depositados pelas fémeas em F1, 598 desenvolveram até a fase de 197 (103
fémeas/ 94 machos) individuos adultos com fen6tipo cor de olho vermelho e 63 (41 fémeas/ 22
machos) individuos herdaram cor do olho branco. Ao repetir o experimento com 25 casais
acasalados (Afraw x AfraW) novamente observou-se proporcdes fenotipicas diferentes do que
é esperado em F1. Dos 3240 ovos, 791 se desenvolveram até a fase de e 390 individuos (192
fémeas/ 198 machos) emergiram com o fen6tipo cor de olho vermelho e 322 individuos (159
fémeas / 163 machos) com o fenétipo cor de olho branco. A partir destes resultados, ndo houve
a possibilidade de avancar as hibridagdes dirigidas para a geracdo F.. Desta maneira, uma
possivel explicacdo para este evento ter ocorrido, seria algum alelo branco tenha permanecido

na populagdo selvagem em heterozigose, pois a populagdo fundadora é suficientemente grande.
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Em 1933, o pesquisador Tomas Hunt Morgan, realizou cruzamentos diretos e reciprocos
com moscas Drosophila melanogaster e obteve resultados diferentes quanto a proporgéo
fenotipica para carater cor de olho entre as moscas do tipo selvagens (olhos vermelhos) e
mutantes (olhos brancos). Morgan observou que o cruzamento direto (mutante x selvagem) nao
seguia as proporcoes fenotipicas mendelianas, devido a presenca de machos mutantes em Fie
concluiu que se tratava de uma heranca ligada ao sexo (GRIFFITHS et al., 2013).

Foi relatada pela primeira vez uma mutacao para o carater cor do corpo, apresentando o
corpo amarelo o macho mutante Drosophila nappae, pertencente ao grupo tripunctata. O
macho mutante de corpo amarelo foi isolado e cruzado com fémeas virgens selvagens que
apresentam a cor do corpo castanho, o resultado obtido na geracdo F: foi que todos os
descendentes apresentavam o fenétipo cor do corpo castanho. Para a geracao F», foi observado
descendentes fémeas e machos selvagens com corpo castanho e somente machos mutantes com
corpo amarelo, sugerindo uma heranca ligada ao cromossomo X, devido auséncia de fémeas
mutantes (RAMPASSO; VILELA, 2017).

Resultados obtidos a partir de hibridizagdes interespecificas revelaram distor¢des nas
proporcbes fenotipicas nos cruzamentos reciprocos em experimentos conduzidos em
laboratérios, uma vez que, casos como a regra de Haldane, efeito materno e / ou citoplasmatico,
heranca ligada ao sexo ou isolamento pds-zigdtico podem ser responsaveis por tais diferencas
(JUAREZ et al., 2015).

Dos Santos et al (2001) em seus experimentos, realizou cruzamentos entre espécies
diferentes de Anastrepha, tais como, fraterculus, obliqua, sororcula e obteve proporcdes
fenotipicas diferentes relacionadas ao sexo. Quando cruzadas as espécies interespecifica de A.
sororcula x A. fraterculus e A. obliqua x A. sororcula, foi observado a emergéncia de fémeas e
machos. Quando cruzado A. fraterculus x A. obliqua e A. sororcula x A. obliqua, foi observado
somente a presenca de fémeas (viabilidade preferencial ou esterilidade de hibridos
heterogaméticos XY) obedecendo claramente a regra de Haldane. J& o cruzamento entre A.
obliqua x A. sororcula e A fraterculus x A. sororcula, o nimero de descentes foi bem abaixo
do esperado devido a incompatibilidade genética, resultando em hibridos estéreis ou inviaveis
com pouco tempo de sobrevivéncia.

Quanto aos resultados do cruzamento reciproco (P2 x P1), todos os 770 descendentes
apresentaram o fenotipo de olhos vermelhos, revelando dominancia completa na geragéo Fi.
Portanto, o gendétipo que condiciona o fenotipo vermelho apresenta dominancia sobre fenotipo

branco na geracao F1, seguindo as leis mendelianas.
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Na geracdo F», foi observada uma proporc¢éo fenotipica 3:1, ou seja, dos 822 individuos,
647 individuos apresentaram o fendtipo vermelho e 175 individuos o fenétipo branco para a cor
do olho. O teste qui- quadrado calculado para a geraco F» foi no valor y%,05= 6, sendo menor
que tabelado ¥%0001=10,83, 0 que indica uma heranca fenotipica governada por um gene.

A variacdo genética observada na geracdo F., depende do tipo de interacdo alélica
envolvida na caracteristica, quando comparado o fendtipo homozigoto com o fendtipo
heterozigoto. Em populacdes segregantes, a variabilidade genética sera maior quanto mais
divergentes forem seus genitores, tendo a probabilidade de reagrupar os alelos favoraveis para
as combinagdes de interesse em determinada caracteristica (FALCONER, 1981).

As estimativas dos parametros genéticos e fenotipicos foram obtidas a partir da geracdo

F> apresentando a variancia fenotipica ( afz) de 0,052658 a genotipica (g7 ) de 0,052558 e efeito

ambiental (o) de 0,001. A herdabilidade no sentido amplo foi estimada através da proporcao
da variancia genética sobre a variancia fenotipica total sendo de 99,81% (h2). Estes resultados,
confirmam que esta caracteristica pode ser facilmente transmitida entre geracdes e pode
capitalizar ganhos com a sele¢io (BOREM; MIRANDA, 2013).

Foram realizados os retrocruzamentos (RC1, RC2, RCi- e RC>:), a partir do cruzamento
reciproco (P2xP1). Em delineamentos genéticos classicos, os retrocruzamentos séo ferramentas
confirmatdrias do tipo de heranca envolvida, seja ela monogénica, oligogénica ou poligénica
(governada por varios genes).

No RC: e RCy foi possivel observar que 50% dos individuos possuem fendtipo
vermelho e 50% com o fen6tipo branco, o que pode concluir uma proporgdo 1:1 esperado nas
leis mendelianas. Com relagéo aos retrocruzamentos RC, e RC»:, foram constatados resultados
diferentes do esperado. No RC,, todos os individuos apresentaram o fenotipo vermelho na
proporcdo 1:0. Enquanto no RC»-, foram observados individuos mutantes (olhos brancos) com
padrdo fenotipico diferente do esperado 1:0.

No entanto, os valores encontrados pelo teste qui- quadrado foram abaixo do valor
tabelado para ambas as geracdes RCz e RCy:, aceitando-se a hipotese de nulidade, ndo houve
diferencas significativas entre o nimero de adultos selvagens e mutantes para as caracteristicas
cor de olho e sexo.

Uma vez estudada a herancga genética de uma caracteristica, métodos de melhoramento
genético podem ser aplicados para o desenvolvimento de gendtipos superiores (RAMALHO et
al., 2012). Como exemplo, para a mosca Ceratitis capitata foi desenvolvido uma linhagem pela

Agéncia Internacional de Energia Atdmica (IAEA/FAQ) utilizada na sexagem morfologica de
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pupas, (branca fémea; marrom macho) com sucesso na técnica do inseto estéril (TIE)
(AUGUSTINOS et al., 2017).

Os avancos obtidos no campo da genética possibilitaram melhor entendimento na
caracterizacdo da acdo dos genes envolvidos na heranca genética, na evolucgéo, especiacgéo,
compreensdo do complexo fraterculus e de espécies cripticas (SELIVON et al., 2005;
GARIOU-PAPALEXIOU et al., 2016). Com isso, estudos com espécies mutantes em
laboratdrios tem aumentado gradativamente e incentivado novas pesquisas sobre seu potencial
evolutivo (ZAPATER; PEREZ-CAMARGO, 2002).

As taxas evolutivas indicam que o carater cor de olho na mosca mutante A. fraterculus
revelou herangca autossémica recessiva governado por um gene, servindo como marcador
genético visivel, importante em estudos populacionais evolutivos, tanto em espécies inter ou
intraespecifica quanto em espécies da ordem Diptera.

Diante dos resultados obtidos neste experimento, estudos futuros sdo indicados a serem
realizados, como a genotipagem em nivel de DNA, que é feita por meio de sequenciamento e
marcadores moleculares, os quais de acordo CRUZ et al. (2011) sdo utilizados com o intuito de
interpretar resultados e a proporcéo de locos em homozigose e heterozigose envolvida para o

carater em questdo.

3.6 CONCLUSAO

A heranca genética para o carater cor do olho foi descrita como heranca autossémica

recessiva governada por um gene transmitida de forma mendeliana.
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4 CAPITULO II- CAPACIDADE DE VOO DA VARIANTE MOSCA-DAS-FRUTAS-
SUL-AMERICANA Anastrepha fraterculus (DIPTERA: TEPHRITIDAE)

4.1 RESUMO

Populacdes de moscas-das-frutas criadas em laboratorio podem desenvolver caracteristicas
fenotipicas e morfoldgicas indesejaveis para o controle de pragas espécie-especifico. Isto se
deve aos efeitos provocados pela endogamia, deriva genética e selecdo que ocorrem durante o
cruzamento de individuos aparentados. Tal fato deve ser levado em consideracdo quando no
manejo integrado de pragas, em que moscas-das-frutas sao utilizadas na técnica do inseto estéril
(TIE), e individuos com capacidade de voo superior devem ser selecionados. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar a frequéncia fenotipica da capacidade de voo e as caracteristicas
morfolégicas ao longo de trés geracBes de uma populagdo mutante da mosca-das-frutas
Anastrepha fraterculus. O experimento foi conduzido entre 0os meses de setembro a dezembro
de 2017, no Laboratério de Entomologia na Universidade do Estado de Santa Catarina —
UDESC- CAV. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com cinco
repeticdes em sala climatizada. Tubos cilindricos de pléastico preto (18cm x 11lcm) foram
utilizados para realizar a selecdo de fendtipos superiores para a capacidade de voo logo apds a
emergéncia dos insetos adultos. Foram avaliados o comprimento da asa direita de fémeas e
machos e 0 numero de ovos dos insetos adultos por geracdo. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia por modelos lineares mistos generalizados e quando necessario comparado
as médias por Tukey-Kramer ambos ao nivel de 5% de significancia. Os resultados obtidos
para a capacidade de voo ao longo das trés geracOes nédo revelou diferencas significativas
independentemente do sexo dos insetos. Também ndo foram identificadas diferencas
significativas para o numero de ovos ovipositados entre geracGes e ao longo dos dias de
oviposicdo. Entretanto, houve diferenca significativa no comprimento da asa direita entre
fémeas e machos. Conclui-se que, ndo foi possivel detectar diferenca entre as geracfes na
porcentagem de voo para a mosca mutante A. fraterculus, devido a baixa variabilidade genética,
sendo esta considerada uma populacdo endogamica para o carater em questdo. Isto pode ser
provocado pelo cruzamento dos mesmos individuos ao longo das geracdes.

Palavras-chave: Anastrepha fraterculus. Endogamia. Mutacdo. Selecdo.

4.2 ABSTRACT

Populations of laboratory-created fruit flies may develop undesirable phenotypic and
morphological characteristics for the control of species-specific pests, due to the effects caused
by inbreeding, genetic drift and selection that occur during the crossing of related individuals.
This fact should be taken into account when integrated pest management, in which fruit flies
are used in the sterile insect technique (TIE), and individuals with superior flight capacity
should be selected. The goal of this study was to evaluate the phenotypic frequency of flight
capacity and morphological traits over three generations of a mutant population of Anastrepha
fraterculus. The experiment was carried out from September to December 2017 at the
Laboratory of Entomology in Santa Catarina State University- UDESC- CAV. The experiment
was set up in a completely randomized design with five replications in an air - conditioned
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room. Black plastic cylindrical tubes (18cm x 11cm) were used to carry out the selection of
superior phenotypes which presented the ability to fly shortly after the emergence of adult
insects. Length of the right wing of females and males, number of eggs and weight of adult
insects per generation were evaluated. The data were subjected to the analysis of variance by
generalized linear mixed models and, when necessary the Tukey-Kramer multiple comparison
test at 5% significance was used. The results obtained for the flight capacity test over the three
generations did not reveal significant differences regardless of the sex of the insects. Also, no
significant differences were identified for the number of eggs ovulated among generations and
throughout the days of oviposition. However, there was a significant difference in the length of
the right wing between females and males. We can conclude that it was not possible to detect
differences among generations related to flight capacity for the A. fraterculus mutant fly due to
the low genetic variability being considered an endogamic population for the character in
question. This can be caused by the crossing of the same individuals over the generations.

Keywords: Anastrepha fraterculus. Inbreeding. Mutation. Selection.

4.3 INTRODUCAO

A mosca-das-frutas-sul-americana Anastrepha fraterculus é considerada uma das
principais pragas na fruticultura, principalmente, na regido Sul do Brasil que produz maca, uva,
ameixa, goiaba e péssego (SALLES; KOVALESKI, 1990). Pragas do género Anastrepha e
Ceratitis sdo consideradas quarentenarias do tipo A2 e possuem restricdes fitossanitéarias pelos
paises importadores. Sdo pragas de importancia comercial, devido os danos causados nos frutos,
acarretando um prejuizo de 2 bilhdes de doélares no mundo (NORBONN, 2004; NORBONN et
al., 2004).

Os avangos obtidos nas pesquisas de controle de pragas espécie-especifico através do
manejo integrado de pragas (MIP), tém sido, principalmente, na implementacéo da técnica do
inseto estéril (TIE) (DIAS; GARCIA, 2014). Esta técnica é ambientalmente segura, eficaz no
combate as moscas-das-frutas e pioneira no uso de insetos estéreis, que inicialmente foi
concebida especificamente para o controle da mosca do mediterraneo C. capitata
(PARANHOS, 2005). No entanto, foram incluidos no TIE, dois novos géneros de mosca-das-
frutas: Anastrepha e Bactrocera (HENDRICHS, 2002; FAO, 2015). Perante a nova incluséo
do género Anastrepha, experimentos foram desenvolvidos para selecionar fen6tipos superiores
para caracteristica capacidade de voo em uma populacdo de moscas mutantes A. fraterculus
para o carater cor do olho branco. Esta populagdo foi obtida inicialmente, através de
cruzamentos com moscas selvagens (cor do olho vermelho) da mesma espécie e estd sendo

criada a mais de 100 geracdes pelo laboratdério da Embrapa Uva e Vinho Vacaria- RS.



47

Na literatura, estudos sobre esta nova mosca mutante sdo praticamente inexistentes.
Futuramente, a mosca mutante A. fraterculus poderd ser utilizada a campo como marcador
genético visivel no TIE, caso a mutacdo ndo tenha afetado, além da cor do olho caracteristicas
como: i) capacidade de voo, ii) tamanho das asas e iii) numero de descendentes (VAN
LENTEREN, 2009). Tais caracteristicas sao imprescindiveis para obter sucesso no controle de
tefritideos no momento em que séo liberados a campo para o acasalamento (IAEA, 2003).

Em laboratdrio, diversos tipos de populacbes sdo criadas para o controle de insetos-
pragas, sejam moscas-das-frutas, parasitoides, inimigos naturais e, estdo sujeitos a efeitos
indesejaveis na estrutura genética, morfoldgica, fenotipica, quando se tratam de individuos
aparentados (DE BORTOLI et al., 2014). Efeitos estes, advindos da domesticacéo, selecdo de
gendtipos em ambiente com condi¢des abidticas controladas, que por sua vez, ocorre uma
reducdo no processo adaptativo, no tipo de reproducdo, com efeito maior em individuos
diploides (FUTUYMA, 1992, 2005).

As consequéncias da reducdo da variabilidade genética em uma col6nia criada em
laboratdrio, podem estar relacionadas a deriva genética, selecdo (aptiddo sexual) e endogamia
(CRUZ et al., 2011). Desta maneira, em colbnias pequenas, sobre efeito da deriva genética,
ocorre o declinio da frequéncia de heterozigotos e o aumento do coeficiente de endogamia,
devido aos cruzamentos entre individuos aparentados (HENTER, 2003). Portanto, o
conhecimento da variabilidade genética é considerado ferramenta basica e fundamental para o
melhorista no processo de selecdo em populagbes para o entendimento de estratégias
adaptativas e evolutivas a condi¢cGes ambientais adversas (DA COSTA et al., 2015).

No melhoramento genético, seja ele de animais ou plantas, busca-se a selecdo de
fendtipos superiores, que pode ser tanto em individuos ou familias, de modo que, a selecéo e a
recombinacdo em nivel de individuos ou familias, seja viavel, obtendo popula¢fes melhoradas
(GRANER, 1959; BELTRAME et al., 2012).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a frequéncia da capacidade de voo e as
caracteristicas reprodutivas e morfologicas de uma populacdo de moscas mutantes Anastrepha

fraterculus.
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4.4 MATERIAL E METODOS

4.4.1 Local do Experimento

O experimento foi conduzido entre os meses de setembro a dezembro de 2017, no
Laboratorio de Entomologia na Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC no Centro
de Ciéncia Agroveterinarias — CAV localizado em Lages, SC, Brasil (27°45'33.5" S e
50°04'55.1" N).

As pupas para a execucao do experimento foram obtidas a partir da colonia existente de
moscas mutantes A. fraterculus mantida na Embrapa Uva e Vinho, em Vacaria, RS, Brasil
(latitude 28° 30" 44" S e longitude 50° 56' 02" N) em sala climatizada (25+£1°C, 65+10% UR).

4.4.2 Estabelecimento da Populacdo Cor de Olho Branco

Duas fémeas com os olhos brancos foram encontradas em meio a uma criagdo de A.
fraterculus tipo selvagem no ano de 2010 no laboratério da Embrapa Uva e Vinho Vacaria —
RS, em sala climatizada (25+1°C, 65+10% UR) com fotofase de 14 horas.

Para estabelecer uma populagdo de olhos brancos, inicialmente foram realizadas
hibridacdes dirigidas com machos de olhos vermelhos. Apo6s obter as progénies F1 e F> foi
realizada a selecdo de fémeas e machos para estabelecer a populacdo de mutantes.

Atualmente a populacdo da mosca mutante é mantida a mais de 100 geracbes pelo
laboratério da Embrapa Uva e Vinho em Vacaria- RS. Populagdo esta, criada com dieta s6lida
composta por gérmen de trigo, levedo de cerveja (Bionis ® YE MF) e acUcar refinado na
proporcado de 1:1:3, em condig¢des controladas em sala climatizada (25+1°C, 65+10% UR) com

fotofase de 14 horas.

4.4.3 Teste da Capacidade de Voo

Tubos cilindricos de plastico preto (18cm x 11cm) contendo 25 pupas cada um em seu
interior foram utilizados para realizar a selecdo de fenotipos superiores para a capacidade de
voo logo apds a emergéncia dos insetos adultos. Estes tubos, foram pulverizados em seu interior
com talco para que as moscas ndo tivessem a possibilidade de caminhar pelos tubos, apenas

voar. Os tubos foram acondicionados dentro de potes de plastico (30cm x 20 cm)
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confeccionados na face superior com um tecido tipo voal, os quais foram colocados de forma
invertida sobre 0s tubos para que as moscas ndo pudessem sair do recipiente.

Figura 5 - Tubos cilindricos de plastico preto utilizados para realizar a selegcdo de fenotipos
superiores para a capacidade de voo em condicGes de laboratorio (25 + 2°C, UR
60+10% e fotofase 14 horas), Embrapa Uva e Vinho Vacaria- RS, 2019.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019

Logo em seguida, com auxilio de um aspirador entomoldgico, 25 casais de mosca foram
inseridos individualmente no interior de gaiolas de plastico com capacidade 750mL
confeccionadas. Dentro da gaiola continhas agua destilada e dieta sélida composta por gérmen
de trigo, levedo de cerveja (Bionis ® YE MF) e acucar refinado na proporcao de 1:1:3 para

alimentacédo dos adultos.
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Figura 6 - Gaiolas de plastico confeccionadas contendo adgua destilada e dieta solida composta
para realizacdo dos cruzamentos entre mutantes em condi¢fes de laboratorio (25 +
2°C, UR 60+10% e fotofase 14 horas), Embrapa Uva e Vinho Vacaria- RS, 2019

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Apos oito dias, fémeas acasaladas ovipositaram no topo da gaiola em placas petri
confeccionadas com tecido emborrachado. Foi realizada a contagem de ovos, que em seguida,
foram transferidos para a dieta artificial. Apds a fase larval, 25 pupas com 14 dias foram
colocadas novamente no interior de cada tubo para realizar a selecdo dos fenotipos superiores
para a proxima geragé&o.

Foi utilizado no experimento o delineamento inteiramente casualizado com 5 repeticdes

por geracao.

4.4.4 Carater Tamanho das Asas

Foram tomadas as medidas do tamanho do comprimento da asa direita (mesotoracicas
direitas) de ambos 0s sexos, pois, 0s insetos tem simetria bilateral. A medic¢Ges das asas foram
realizadas, cuidadosamente, destacando as asas da base, as quais foram medidas com o auxilio
de um paquimetro digital (Digital Caliper 0-150mm/0-6”) (Figura 7).
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Figura 7 - Tamanho do comprimento da asa direita de fémeas e machos.

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

4.4.5 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia por modelos lineares mistos
generalizados ajustando-se a distribuicdo dos erros para beta para o experimento envolvendo a
percentagem de voos por geragdo e gama para 0s demais experimentos. A escolha das
distribuices foi feita com base no Akaike information criterion corrigido (AlICc) e pelo melhor
atendimento das pressuposicGes de homogeneidade de variancia. Também foram realizadas
inspecdes gréaficas atraves da anélise de diagnostico por graficos quantil-quantil e residuos vs
valores preditos. Quando necessario foi realizado a comparacao de médias por Tukey-Kramer
ao nivel de 5% de significAncia. As andlises foram realizadas no software SAS University
Edition 9.4.

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3. Estdo apresentados os resultados referentes a analise de variancia da
capacidade de voo ao longo de trés geracOes da populacdo mutante de mosca-das-frutas A.
fraterculus. Verificou-se que, ndo houve diferenca significativa na frequéncia fenotipica para

VOO entre as geracdes e nem entre 0s sexos para a capacidade de voo.
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Tabela 3 - Analise de variancia do carater capacidade de voo da variante mutante Anastrepha
fraterculus (Diptera: Tephritidae) considerando a geragdo e o sexo dos individuos e
sua interacao.

Fonte NGL DGL F valor
Geracdo 2 24 0,21
Sexo 1 24 0,26
Geragdo*sexo 2 24 1,35

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
NOTAS: *Significativo a 5% de probabilidade de erro. NGL: Graus de liberdade do numerador. DGL: Graus de
liberdade do denominador.

Colbnias estabelecidas em laboratérios podem nédo apresentar variabilidade genética
para uma determinada caracteristica em questdo, sendo considerado neste aspecto o mecanismo
de maior relevancia, a endogamia.

A Figura 8. A distribuicdo das frequéncias para o carater capacidade de voo entre
fémeas e machos ao longo das trés geracBes revela pequena diferenca entre individuos
voadores. Contudo, as maiores frequéncias observadas foram para a geragédo | e IlI,
diferenciando apenas da geracdo Il. Na geracao I, o total de individuos voadores foi de 71,2%,
sendo que fémeas e machos apresentaram frequéncia de voos em torno de 38,4% e 32,8%,
respectivamente. Na geracéo 11, a frequéncia de voo para fémea foi de 26,4%, enquanto que o
macho apresentou 38,4 % obtendo uma diferenca de 12% a mais na capacidade de voo para o
macho. No entanto, na geracdo 11, foi possivel observar um aumento na porcentagem de voo
de 9,6% em relacdo a geracédo Il para fémeas que voaram no total 36% nao diferenciando dos
machos que voaram 35,2% com um total de voo 71,2%, mantendo a média de voo da geracao
l.

Uma populacdo é considerada endogadmica quanto maior for o grau de parentesco entre
individuos reprodutores, uma vez que, o que foi herdado foram genes idénticos copias do
mesmo alelo de ambos os pais por descendéncia, sendo estes aparentados (DE BORTOL I et al.,
2014). Acasalamentos endogamicos ocorrem entre individuos aparentados, como entre irmaos,
pais e filhos, de modo que, a endogamia esta relacionada a quantidade de ancestrais em comum
compartilhados entre esses individuos endogamicos (TREVISAN, 2014).

A endogamia leva ao aumento da homozigose, formando linhas puras, exibindo uma
frequéncia mais alta de alelos recessivos homozigotos, que por sua vez, podem apresentar
caracteristicas indesejaveis, de modo que, a percentagem de heterozigotos diminui em 50% a
cada geragdo (RAMALHO et al., 2012).
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Figura 8 - Distribuicdo de frequéncia da capacidade de voo de fémeas e machos mutantes de
Anastrepha fraterculus (Wied, 1830) (Diptera: Tephritidae) em condigdes de
laboratério (25 = 2°C, UR de 60+10% e fotofase de 14 horas).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Estimativa dos valores genéticos podem serem feitas através do desempenho de
individuos com base em seu préprio desempenho e de seus irmdos (VAN DEN BERG et al.,
2015). No presente trabalho verificou-se que, ndo houve diferenca significativa entre 0 nimero

de ovos ovipositados entre geracbes e dias de avaliacdo da mosca mutante A. fraterculus
(Tabela 4).

Tabela 4 — Andlise de variancia do numero de ovos ovipositados entre as geracoes de fémeas
mutantes de Anastrepha fraterculus ao longo dos dias.

Efeito NGL DGL F valor
Geracéo 1 175 3,61
Dias 7 175 1,17
Geracdo*Dias 7 175 2,07

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

NOTAS: *Significativo a 5% de probabilidade de erro. NGL: Graus de liberdade do numerador. DGL: Graus de
liberdade do denominador.

Porém, neste experimento foi possivel observar que nem todas as fémeas acasaladas
ovipositaram todos os dias (Tabela 5), das vinte e cinco fémeas da geracdo I, seis ndo
ovipositaram, uma ovipositou somente uma vez, duas fémeas ovipositaram duas vezes e apenas
quatro fémeas ovipositaram ao longo dos oito dias.
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Para a geracéo Il, das vinte e cinco fémeas, cinco ndo ovipositaram, duas ovipositaram
somente uma vez e trés fémeas s6 ovipositaram ao longo dos oito dias. Os restantes das fémeas

oscilaram nos dias de oviposicéo.

Tabela 5 - Oviposicao ao longo de oito dias por fémeas mutantes de Anastrepha fraterculus em
placas de petri confeccionadas com tecido emborrachado em condigdes de
laboratdrio (2512 °C UR de 60£10 % e 14 h de fotofase).

Geracao Total (vinte e cinco fémeas) Oviposicéo (dias)
I 6 0
1 1
2 2
4 8
I 5 0
2 1
3 8

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Portanto, as consequéncias da endogamia em populac@es formadas por linhagens em
laboratdrio criadas em massa, estdo sujeitas ao declinio drastico na fecundidade e viabilidade,
bem como, a morfologia dos individuos, caso novos individuos selvagens ndo sejam
introduzidos para aumentar a variabilidade genética (DUTTON; BIGLER, 1995; FUTUYMA,
1992, 2005).

Contudo, um dos maiores desafios em insetos criados em massa, € detectar a perda da
variabilidade genética no controle de qualidade, pois, esta perda pode comprometer a eficacia
deste agente bioldgico no campo (TREVISAN et al., 2016).

Portanto, em programas de melhoramento genético, busca-se a sele¢do de individuos
superiores por meio da existéncia da variabilidade genética, que pode ser obtida através de
hibridacbes (recombinagfes génicas), acesso a banco de germoplasma, processo de transgenia
e pelo mecanismo evolutivo das espécies, unico capaz de criar a variabilidade genética, a
mutacdo (CRUZ et al., 2011). A mutacdo é um dos processos que causa variabilidade genética,
as quais sdo herdaveis, causam alteracdes nas sequéncias de bases nitrogenadas do DNA,
aumentam a frequéncia de alteragdes na constituicdo genética do individuo, dando origem a um
novo fenotipo (TEMPLETON, 2011).
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Para a caracteristica tamanho do comprimento da asa direita, houve diferengas
significativas entre os sexos, razdo pela qual, as fémeas apresentaram dimensdes maiores que
as dos machos, confirmando o dimorfismo sexual observado em diversas espécies (SELIVON
et al., 2004) (Tabela 6). Tanto o formato quanto o tamanho podem quantificar as variacfes nas
estruturas morfométricas e tem sido utilizada para estudo de evolucédo, selecdo sexual e na
sistematica do meio (DALY, 1985).

Tabela 6 - Analise de variancia do tamanho do comprimento da asa direita de fémeas e machos
da mosca mutante Anastrepha fraterculus (Diptera: Tephritidae).

Fonte NGL DGL F valor
Geracao 1 36 0,12
Sexo 1 36 18,8"
Geragao*sexo 1 36 1,20

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.
NOTAS: *Significativo a 5% de probabilidade de erro. NGL: Graus de liberdade do numerador. DGL: Graus de
liberdade do denominador.

Além do aprimoramento nas técnicas de selecdo é de extrema importancia que a selecéo
feita seja eficiente para a capacidade voo no momento em que € liberado a campo para o
acasalamento (GARDNER; LENTEREN, 1986, VAN LENTEREN, 2009).

O TIE, é um método utilizado no manejo integrado de pragas (MIP) e tem sido uma
ferramenta promissora, com o objetivo de reduzir ou eliminar populagdes de insetos pragas,
namero de aplicacdes de inseticidas, adquirindo alimentos mais saudaveis e livres de
agroguimicos (VREYSEN, 2006; DIAS; GARCIA, 2014).

4.6 CONCLUSAO

1.Néo houve diferenca significativa nas distribuigdes da frequéncia fenotipica para o
carater capacidade de voo entre as geracOes para a mosca mutante Anastrepha fraterculus.

2. N&o houve diferenca significativa entre 0 niUmero de ovos ovipositados por fémeas
entre geragoes.

3. Houve diferenca significativa no tamanho da asa direita entre fémeas e machos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A mosca-das-frutas-sul-americana Anastrepha fraterculus é considerada uma praga em
potencial na fruticultura, principalmente na regido Sul do pais. Embora o controle seja feito de
forma tradicional, com o0 uso expressivo de inseticidas, alternativas de manejo tem sido
implementadas no controle desses insetos pragas, como a técnica do inseto estéril (TIE).

No entanto, para que seja possivel o controle de forma eficaz, € de extrema importancia
entender, o comportamento genético, sexual e a bioecologia destes insetos praga. O
comportamento genético de uma determinada caracteristica ird depender do comportamento
sexual de cada espécie reprodutora.

O comportamento de corte de machos de A. fraterculus, antes da copula, é feito através
de movimentos de cortejo com suas asas com uma formacao tipica da estratégia de lek para
atrair fémeas de A. fraterculus. As fémeas por opc¢do, escolnem o macho que tiver melhores
caracteristicas morfologicas e comportamentais como capacidade de voo, uma vez que, a 0p¢ao
de escolha, pode ajudar a entender a base do isolamento reprodutivo e quantificar as variagoes
nas estruturas morfométricas (ALMEIDA et al., 2013). Desta maneira, o conhecimento sobre
as estruturas reprodutivas e morfométricas podem ajudar a projetar métodos de controle mais
eficazes baseados (TIE), pois, ndo ha informacdo sobre a distribuicdo e o nimero exato de
moscas mutantes A. fraterculus para carater cor de olho no Brasil e no mundo. Esta mosca
mutante para a cor do olho A. fraterculus sera utilizada como um marcador fenotipico a campo
no (TIE), com o propdsito de substituir machos estéreis selvagens antes marcados com po
fluorescente, liberados e recapturados a campo.

Estes experimentos sdo pioneiros tanto na area de Genética quanto de Entomologia
agricola, pois, ndo havia sido realizado estudos antes sobre a heranca da cor olho e capacidade
de voo para a espécie mutante A. fraterculus. E um marco inicial e abertura para novos
experimentos futuros que devem ser realizados para caracterizar esta mutante a A. fraterculus,
atraveés das analises genéticas com o uso de marcadores microssatelites especificos, 0s quais
irdo contribuir para um melhor entendimento da estrutura genética, padrdes de disperséo e
distribuicdo de variantes genéticas.

Estes marcadores moleculares podem ajudar na identificacdo das espécies dentro do
complexo fraterculus, de modo que, estes marcadores s&o Uteis na exploracdo da variabilidade
genética em populagdes selvagens e fornecem protocolos de controle de qualidade para fabricas

de criagdes artificiais de insetos-pragas.
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Porém, machos criados em laboratdrios podem apresentar caracteristicas indesejaveis,
no momento da competicdo com machos selvagens e acasalamento com fémeas selvagens na
natureza, devido a deriva genética e a selecdo artificial. Por este motivo, é necessario realizar
testes de capacidade voo para determinar a qualidade dos machos que serdo liberados a campo.
Em populagdes pequenas, a base genética torna-se restrita, havendo um declinio do fluxo
génico, aumento da homozigose, levando a endogamia para uma determinada caracteristica em
questéo.

A adocdo das propor¢cdes mendelianas classicas foi elemento na interpretacdo da
heranca genética do carater cor de olho da mosca mutante Anastrepha fraterculus por meio de
cruzamentos entre Py, P2, F1, F2, RCy, RC,, RCy> e RCy, foi definida heranca autossémica
recessiva governada por um gene.

O estudo da heranca de caracteres qualitativos baseia-se nas leis mendelianas,
proporcdes fenotipicas e genotipicas da geracéo Fi1, F2 e os retrocruzamentos. Mendel definiu a
natureza béasica do gene, o que se herda do genitor para a progénie sdo novas combinacdes de
genes que segregam de forma independente e recombinam aleatoriamente de uma geracdo para

outra quando néo ligados.
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