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Impacto Potencial desta pesquisa

1. Titulo da Tese: Avaliacdo do sistema imune e a deteccdo de endossimbiontes
bacterianos em Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) provenientes de
diferentes regides do Brasil

2. Impacto cientifico: O presente estabeleceu uma base solida para compreender a
variabilidade imunoldgica regional de Spodoptera frugiperda e as interagdes com
endossimbiontes, utilizando citometria de fluxo para quantificar a viabilidade de
diferentes tipos de hemdcitos. As diferencas observadas entre populagdes brasileiras
reforcam a importancia da imunidade celular na adaptacdo de lepiddpteros a condicbes
ambientais distintas. A deteccdo diferencial de endossimbiontes sugere que a microbiota
intestinal modula diretamente a competéncia imunolégica de pragas agricolas,
redefinindo o entendimento da variabilidade populacional.

3. Impacto Econdmico e Social: O presente trabalho obteve resultados que apresentam
implicacbes diretas para 0 manejo integrado de pragas, especialmente diante das
restricdes ao uso das ferramentas de supressdo da praga. A identificacdo de populacbes
com competéncias imunoldgicas distintas oferece subsidios para otimizar o controle
biologico, pois indica que a eficacia de agentes entomopatdgenos varia conforme a
resposta imune local. Além disso, o perfil de endossimbiontes permite explorar
diferentes estratégias, empregando simbiontes modificados como vetores de moleculas
bioativas, ampliando o arsenal de ferramentas do manejo integrado.

Potential Impact of this research

1. Thesis Title: Evaluation of the immune system and detection of bacterial
endosymbionts in Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) from different
regions of Brazil.

2. Scientific impact: This study established a solid foundation for understanding the
regional immunological variability of Spodoptera frugiperda and its interactions with
endosymbionts, using flow cytometry to quantify the viability of different types of
hemocytes. The differences observed between Brazilian populations reinforce the
importance of cellular immunity in the adaptation of lepidoptera to distinct
environmental conditions. The differential detection of endosymbionts suggests that
the gut microbiota directly modulates the immunological competence of agricultural
pests, redefining the understanding of population variability.

3. Economic and Social Impact: This work obtained results that have direct
implications for integrated pest management, especially given the restrictions on the
use of pest suppression tools. The identification of populations with distinct
immunological competencies provides support for optimizing biological control, as it
indicates that the effectiveness of entomopathogenic agents varies according to the
local immune response. In addition, the endosymbiont profile allows for the
exploration of different strategies, employing modified symbionts as vectors of
bioactive molecules, expanding the arsenal of tools for integrated management.
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Gréafico da Deteccdo do género bacteriano Hamiltonella em intestino de S.

frugiperda por gPCR.

Figura 25

: Deteccdo do género bacteriano Klebsiella em intestino de S. frugiperda por

qPCR. |: Curva correspondente a dimeros de primer.



Figura 26: Deteccdo do género bacteriano Carsonella em intestino de S. frugiperda por
gPCR. |: Curva correspondente a dimeros de primer.

Figura 27: Deteccdo do género bacteriano Burkholderia em intestino de S. frugiperda
por qPCR. |: Curva correspondente a dimeros de primer.

Figura 28: Deteccdo do género bacteriano Arsenophonus em intestino de S. frugiperda
por qPCR. |: Curva correspondente a dimeros de primer.

Figura 29: Detecgédo do género bacteriano Burkholderia, Lactococcus e Wolbachia em
intestino de S. frugiperda por qPCR. |: Curva correspondente a dimeros de primer.
Figura 30: Deteccdo do género bacteriano Cardinium, Hamiltonella e Klebsiella em
intestino de S. frugiperda por qPCR. |: Curva correspondente a dimeros de primer.
Figura 31: Detecgdo do género bacteriano Arsenophonus, Carsonella e Rickettsia em
intestino de S. frugiperda por qPCR. |: Curva correspondente a dimeros de primer.
Figura 32: Deteccdo do género bacteriano Regiella e Spiroplasma em intestino de S.
frugiperda por qPCR. |: Curva correspondente a dimeros de primer.

Figura 33: Deteccdo do género bacteriano Regiella em intestino de S. frugiperda por
gPCR. Pequeno pico indicando positivo visivel ao final da corrida. |: Curva
correspondente a dimeros de primer. ©: Curva correspondente a possivel positivo.
Figura 34: Deteccdo do género bacteriano Cardinium em intestino de S. frugiperda por
gPCR. Pequeno pico indicando positivo visivel ao final da corrida. |: Curva
correspondente a dimeros de primer. ©: Curva correspondente a possivel positivo.
Figura 35: Deteccdo do género bacteriano Rickettsia em intestino de S. frugiperda por
gPCR. Pequeno pico indicando positivo visivel ao final da corrida. |: Curva
correspondente a dimeros de primer. ©: Curva correspondente a possivel positivo.
Figura 36: Deteccdo do género bacteriano Wolbachia em intestino de S. frugiperda por
gPCR. Pequeno pico indicando positivo visivel ao final da corrida. |: Curva
correspondente a dimeros de primer. ©: Curva correspondente a possivel positivo.
Figura 37: Deteccdo do género bacteriano Lactococcus em intestino de S. frugiperda
por qPCR. Pequeno pico indicando positivo visivel ao final da corrida. |: Curva
correspondente a dimeros de primer. ©: Curva correspondente a possivel positivo.
Figura 38: Deteccdo do género bacteriano Spiroplasma em intestino de S. frugiperda
por qPCR. Pequeno pico indicando positivo visivel ao final da corrida. |: Curva

correspondente a dimeros de primer. ©: Curva correspondente a possivel positivo.
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Figura 39: Deteccdo do género bacteriano Serratia em intestino de S. frugiperda por
gPCR. Pequenos picos indicando positivos visiveis ao final da corrida. |: Curva

correspondente a dimeros de primer. ©: Curva correspondente a possivel positivo.

Figura 40: Deteccdo do género bacteriano Sodalis em intestino de S. frugiperda por
gPCR. Pequenos picos indicando positivos visiveis ao final da corrida. |: Curva

correspondente a dimeros de primer. ©: Curva correspondente a possivel positivo.

Figura 41: Detecgdo do género bacteriano Enterococcus em intestino de S. frugiperda

por qPCR. o: Curva correspondente a possivel positivo.

Figura 42: Detecgdo do género bacteriano Enterococcus em intestino de S. frugiperda

por gPCR. o: Curva correspondente a possivel positivo.

Figura 43: Checagem em gel da deteccdo dos géneros bacterianos Sodalis, Regiella e
Cardinium. O terceiro e décimo poco apresentam banda esmaecida, mas presente. So:

Sodalis, Rg: Regiella, Cd: Cardinium, Ld: Ladder. CN: Controle Negativo

Figura 44: Checagem em gel da deteccdo do género bacteriano Serratia. 11 das 14

amostras mostram bandas. Se: Serratia, Ld: Ladder. CN: Controle Negativo.

Figura 45: Checagem em gel da deteccdo do género bacteriano Enterococcus. 18 das
26 amostras mostram bandas. 9 das 10 amostras mostram bandas. En: Enterococcus, Ld:
Ladder. CN: Controle Negativo.

Figura 46: Checagem em gel da deteccdo do género bacteriano Sodalis. Todas as nove

amostras mostram bandas. So: Sodalis, Ld: Ladder. CN: Controle Negativo.

Figura 47: Checagem em gel da deteccdo do género bacteriano Enterococcus. Oito das

onze amostras mostram bandas. En: Enterococcus, Ld: Ladder. CN: Controle Negativo.

Figura 48: Checagem em gel da deteccdo do género bacteriano Serratia. Onze das
quatorze amostras mostram bandas. En: Enterococcus, Ld: Ladder. CN: Controle

Negativo.
Figura 49: Resultados da corrida das amostras iniciais de Serratia.

Figura 50: Resultados da corrida das amostras de DNA extraidas por BEADs

magnéticas.

Figura 51: Resultados da corrida das amostras de DNA extraidas por coluna.
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Figura 52: Gel de agarose mostrando a presenca de bandas positivas nas diferentes
metodologias de extracdo de DNA. B: BEADs, C: Coluna. N: controle negativo, L:
Ladder.
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RESUMO

Spodoptera frugiperda é uma espécie polifaga, cujo estagio larval causa danos em
plantacbes de milho, por exemplo, onde é responsadvel por causar perdas de mais de
38% da producéo. A ampla diversidade de plantas hospedeiras que a lagarta-do-cartucho
consegue se alimentar pode ser capaz de exercer diferentes respostas no ciclo biolégico
dela, podendo estimular ou inibir diversos mecanismos de defesa, dentre eles, o sistema
imunoldgico, cuja resposta pode variar entre eventos celulares e humorais. O meio
ambiente pode influenciar na modulagdo do sistema imune dos insetos e,
microrganismos intestinais desempenham um papel crucial nessas respostas imunes e
nos niveis de suscetibilidade a inseticidas. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar
comparativamente os hemacitos de diferentes populacdes de S. frugiperda provenientes
de regibes geogréficas brasileiras distintas, bem como determinar a presenca de
endossimbiontes nestes insetos, buscando reconhecer diferencgas entre estes aspectos que
possam estar relacionados a suscetibilidade e/ou resisténcia dessa praga nos diferentes
cenarios agricolas do milho no Brasil. A hemolinfa de lagartas de 10 (dez) populagdes
de diferentes localidades brasileiras e de 1 (uma) populacédo de laboratério foi coletada e
processada para microscopia eletronica de transmissé@o e citometria de fluxo, enquanto
os intestinos destas lagartas foram processados para deteccdo de endossimbiontes por
gPCR. Os resultados obtidos mostraram diferencgas ultraestruturais nos hemacitos entre
as populacbes de S. frugiperda investigadas, além de diferencas na viabilidade dos
hemacitos de acordo com a regido geografica de origem. Com relagdo a deteccdo de
endossimbiontes, os resultados revelaram que os alvos encontrados ndo estdo presentes
de maneira homogénea entre as populacdes estudadas, além de revelarem deteccdo de
algumas bactérias na populacgéo replicada em laboratorio. Assim, € possivel concluir que
a composicdo e viabilidade hemocitarias, somada a composicdo endossimbiotica de S.
frugiperda podem modular a suscetibilidade e/ou resisténcia desta praga em culturas de
milho de diferentes regides geograficas do Brasil.
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ABSTRACT

Spodoptera frugiperda is a polyphagous species whose larval stage causes damage to
crops such as maize, where it is responsible for yield losses exceeding 38%. The broad
diversity of host plants on which the fall armyworm can feed may elicit different
responses throughout its life cycle, potentially stimulating or inhibiting various defense
mechanisms, including the immune system, whose responses may vary between cellular
and humoral events. Environmental factors can influence the modulation of the insect
immune system, and gut microorganisms play a crucial role in these immune responses
as well as in susceptibility to insecticides. Thus, the aim of this study was to
comparatively evaluate the hemocytes of different populations of S. frugiperda from
distinct Brazilian geographic regions, as well as to determine the presence of
endosymbionts in these insects, in order to identify differences that may be associated
with susceptibility and/or resistance of this pest in different maize production systems in
Brazil. Hemolymph from larvae of ten populations from different Brazilian locations
and one laboratory population was collected and processed for transmission electron
microscopy and flow cytometry, while the intestines of these larvae were processed for
endosymbiont detection by gPCR. The results revealed ultrastructural differences in
hemocytes among the investigated S. frugiperda populations, as well as variations in
hemocyte viability according to their geographic origin. Regarding endosymbiont
detection, the results showed that the detected targets were not homogeneously
distributed among the studied populations and also indicated the presence of certain
bacteria in the laboratory-maintained population. In conclusion, hemocyte composition
and viability, together with the endosymbiotic profile of S. frugiperda, may modulate
the susceptibility and/or resistance of this pest in maize crops across different
geographic regions of Brazil.
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A. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) também
conhecida como lagarta-do-cartucho ou fall armyworm (FAW), é uma praga agricola
considerada cosmopolita (Silva et al., 2024; Kenis et al., 2022) e de facil disperséo, uma
vez que € capaz de se alimentar de diversos tipos de plantas, possuem alta mobilidade e
fecundidade, podendo atingir cerca de oito geracdes ao ano, além de apresentar um
comportamento bastante plastico, no que se refere a adaptacdo de diferentes condicfes
ambientais (Paredes-Sanchez et al., 2021; Zazycki, 2014; Kenis et al., 2022).

Apesar de ser nativa de areas tropicais e subtropicais das américas, registros
dessa praga foram documentados em uma serie de paises como Estados Unidos,
Canada, Argentina, india, China, Nigéria, Benin, Togo, México, Bangladesh, Sri Lanka,
Tailandia, Holanda, Alemanha, entre outros (Silva et al., 2024; Chen et al., 2024,
Georgen et al., 2016; Carvalho, 2019; Kenis et al., 2022).

Desde a chegada ao continente africano em 2016, essa praga se distribuiu por
todo noroeste do continente em menos de dois meses, chegando até os continentes
asiatico e europeu em 2018 (Carvalho, 2019; Georgen et al., 2016). A expansdo nédo
cessou, e em 2019 houve o primeiro registro dessa praga na China, onde se espalhou por
mais de 26 provincias em tempo recorde (Chen et al., 2024).

Assim, S. frugiperda constitui-se em uma das mais relevantes pragas agricolas
de abrangéncia global, com impacto particularmente severo sobre as culturas de milho
(Zea mays) e sorgo (Sorghum bicolor L.). Contudo, o habito polifago amplia o espectro
de hospedeiros, uma vez que ja foi registrada em mais de 350 espécies vegetais
pertencentes a mais de 76 familias botanicas distintas, ocasionando prejuizos
econdmicos e bioldgicos expressivos em diferentes sistemas produtivos ao redor do
mundo (Montezano et al., 2018). Essa ampla plasticidade alimentar, aliada a elevada
capacidade adaptativa, reforca sua posicdo como uma das principais ameacas
fitossanitarias no cendrio agricola contemporaneo (Silva et al., 2024).

A magnitude do problema € intensificada por fatores associados ao manejo
agricola, como a proximidade e a rotatividade de cultivos suscetiveis, o desequilibrio
ecoldgico decorrente da eliminacdo de inimigos naturais por inseticidas de amplo

espectro, bem como o uso inadequado de produtos fitossanitarios e de materiais
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geneticamente modificados sem o devido posicionamento técnico. Tais praticas, em vez
de promoverem um controle efetivo, frequentemente resultam na selecdo de populagcdes
resistentes e no consequente aumento da densidade da praga acima do nivel de dano
econdmico, perpetuando ciclos de infestacdo e perdas significativas (Praxedes Junior,
2024; Silva et al., 2024).

As perdas econdmicas mundiais derivadas da acdo de S. frugiperda em diversas
culturas, mas principalmente no milho, sdo de escala bilionaria. Na China, a S.
frugiperda vem causando danos em milho capazes de reduzir a producdo em 20-30%
(Chen et al., 2024), na Etidpia a presenca dessa praga em culturas de milho causa uma
perda média de cerca de 36% da producdo anual, e acarretam em um prejuizo estimado
de 9.4 bilhdes de dolares em colheitas perdidas em todo o continente africano (Kenis et
al., 2022). No Brasil, estima-se que ela seja responsavel por mais de 25% dos prejuizos
causados nas culturas de milho (Zazycki, 2014), e as perdas anuais em algumas
producdes podem chegar até 100% (Montezano et al., 2018), sendo considerada uma
das mais importantes pragas do pais, e a principal a atingir a cultura do milho durante
todo o ciclo, onde causa extensos danos as plantas, e a economia brasileira (Silva et al.,
2024; Santos et al., 2024; Praxedes Junior, 2024; Rosa & Barcelos, 2012).

Além do extensivo potencial de dano, e a capacidade de habitar centenas de
plantas hospedeiras, essa especie possui dois “biotipos”, isto €, dois grupos que se
diferem genética e fisiologicamente, onde um ocorre nas culturas de arroz e outro nas
culturas de milho (Zazycki, 2014; Carvalho, 2019). Ambos os biotipos séo idénticos no
que se refere a morfologia, habitos reprodutivos e composicdo de feromonios, e sé
podem ser distinguidos através de técnicas moleculares (Sun et al., 2021). Datacbes
feitas com genes desse inseto revelaram que, possivelmente, essas racas teriam se
dividido ha mais de 2 milhGes de anos, e possuem grande variacdo genética, fazendo
com que o bidtipo do milho prefira milho, sorgo, milhete e algoddo, enquanto o bidtipo
do arroz prefere se alimentar de gramineas (Oliveira & Cdénsoli, 2023; Marulanda-
Moreno et al., 2024), mas ocorrem em simpatria (Dumas et al., 2015). No Brasil, tais
bidtipos coexistem, e podem apresentar uma compatibilidade sexual restrita (Carvalho,
2019), além de suscetibilidades diferentes a pesticidas (Arias et al., 2019).

Historicamente, o tipo de controle mais comum para controle da lagarta-do-
cartucho é o controle quimico. Porém, o uso extensivo, continuo, incorreto, e a alta
adaptabilidade desse inseto, muitas vezes acarretam o efeito oposto, impulsionando o

desenvolvimento de resisténcia a uma série de inseticidas, minando essa estratégia em
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campo (Carvalho, 2019; Arias et al., 2019). Além disso, novas estratégias como 0 uso
de plantas transgénicas que expressam proteinas inseticidas da familia Cry de Bacillus
thuringiensis (Bt) (Crickmore et al., 2021), por exemplo, também sdo amplamente
utilizados como um recurso eficiente e menos agressivo ao meio ambiente, mas o custo
é mais elevado, e o uso indiscriminado também podem levar a um controle insuficiente
e ao aumento da selecdo de populagdes resistentes da praga (Catafieda-Molina et al.,
2020; Carvalho, 2019). Muitos dos produtos utilizados para controlar a S. frugiperda ja
tiveram documentacdes de resisténcia consolidada. Segundo o IRAC (Insecticide
Resistance Action Committee) a S. frugiperda mostrou-se resistente ao grupo 1A dos
Carbamatos, ao grupo 1B dos Organofosforados, ao grupo 3 dos Piretroides, e ao grupo
11A de Bacillus thuringiensis (Bt). O APRD (Arthropod Pesticide Resistance Database)
da Universidade de Michigan oferece uma lista dos mais de 40 produtos aos quais a
lagarta-do-cartucho ja apresentou resisténcia documentada, entre eles a Lambda-
Cialotrina, Clorantraniliprole, Deltametrina, Spinosad, entre outros.

A evolucdo da resisténcia contra inseticidas quimicos e as estratégias
transgénicas fazem com que sempre seja necessaria a criacdo de metodos alternativos
para tentarem controlar S. frugiperda (Guan et al., 2020; Praxédes Junior, 2024). Dessa
forma, 0 manejo de S. frugiperda exige estratégias integradas e cientificamente
embasadas, capazes de mitigar a adaptabilidade e reduzir os impactos sobre a
produtividade agricola. Neste estudo oferecemos uma avaliagdo do sistema imune desse
inseto, bem como a relacdo de endossimbiontes bacterianos intestinais que podem
modular esse sistema, auxiliando ou prejudicando a resisténcia em campos de milho de

diferentes regides do Brasil.
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