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A ansiosa solicitude pela vida

“Por isso, vos digo: ndo andeis ansiosos pela vossa vida, quanto ao que
haveis de comer ou beber; nem pelo vosso corpo, quanto ao que haveis de vestir.
Nao é a vida mais do que o alimento, e o corpo, mais do que as vestes?

Observai as aves do céu: ndo semeiam, ndo colhem, nem ajuntam em
celeiros; contudo, vosso Pai celeste as sustenta. Porventura, ndo valeis vos muito
mais do que as aves?

Qual de vés, por ansioso que esteja, pode acrescentar um covado ao curso
da sua vida?

E porque andais ansiosos quanto ao vestuario? Considerais como crescem 0s
lirios do campo: eles nao trabalham, nem fiam.

Eu, contudo, vos afirmo que nem mesmo Salom&o, em toda a sua gl6ria, se
vestiu como qualquer deles.

Ora, se Deus veste assim a erva do campo, que hoje existe e amanha é
langada no forno, quanto mais a vos outros, homens de pequena fé?

Portanto, ndo vos inquieteis, dizendo: Que comeremos? Que beberemos? Ou:
Com que nos vestiremos?

Porque os gentios € que procuram todas estas coisas; pois vosso Pai celeste
sabe que necessitais de todas elas; buscai, pois, em primeiro lugar, o seu reino e a
sua justica, e todas estas coisas vos ser&o acrescentadas.

Portanto, ndo vos inquieteis com o dia de amanha, pois o0 amanha trara os

seus cuidados; basta a cada dia o seu préprio mal.”

Mateus 6, 25-34.
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MARCAGAO, VOO TUTORADO E DISPERSAO DE Anticarsia gemmatalis

(HUBNER) (LEPIDOPTERA: EREBIDAE) e Chrysodeixis includens (WALKER)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO - O uso de plantas Bt no controle de pragas possui riscos quanto a
selecdo de individuos resistentes. Por isso, a adogéo de areas de refugio € crucial
para minimizar a evolugéo da resisténcia. E para planejar a disposi¢cao e a distancia
entre essas areas deve-se conhecer a dispersdo dos insetos. Assim, o primeiro
objetivo deste trabalho foi marcar Anticarsia gemmatalis (Hibner) (Lepidoptera:
Erebidae) e Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) por meio de
corantes lipossoluveis para definir o melhor corante-concentragéo a ser utilizados em
estudos de dispersédo. O segundo obijetivo foi avaliar os efeitos da idade, do sexo e
da cépula no voo tutorado, e o reflexo desses cenarios na reprodu¢cdo e no manejo
de resisténcia, para, com isso, realizar estudos de dispersdo de adultos de A.
gemmatalis em soja. Os corantes azul (Solvent Blue 35) e vermelho (Sudan Red 7B)
nas concentragcdes de 100 e 400 ppm diluidos em 6leo foram testados. Verificou-se
que o corante Sudan Red 7B a 400 ppm pode ser utilizado na marcagdo de A.
gemmatalis, mas néo para C. includens. Avaliou-se o voo tutorado e a reproducgéo
de fémeas e machos, copulados ou ndo com 2, 4 e 6 dias ap6s a emergéncia.
Constatou-se que diversas caracteristicas relacionadas ao voo e a reproducao de A.
gemmatalis reforcam a estratégia de refugio estruturado em soja Bt, o que pode
desacelerar o desenvolvimento de populagdes resistentes no campo. Avaliou-se a
dispersédo por meio da liberagdo e captura. Utilizaram-se armadilhas luminosas na
captura dos insetos, distribuidas nos sentidos norte, sul, leste e oeste, e espacadas
a 150 m entre si até a distancia maxima de 900 m. Mais de 10% dos adultos de A.
gemmatalis estudados puderam voar mais de 800 m. Consequentemente, propbe-se
que as areas de refugio em soja Bt sejam espacadas a até 800 m de distancia entre

si, visando a diminui¢ao da frequéncia dos individuos resistentes no campo.

Palavras-chave: movimentagdo, falsa-medideira, lagarta da soja, refugio,

resisténcia.



MARKING, TETHERED FLIGHT, AND DISPERSAL OF Anticarsia gemmatalis
(HUBNER) (LEPIDOPTERA: EREBIDAE) e Chrysodeixis includens (WALKER)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

ABSTRACT -The use of Bt crops to control pests may cause environmental
risks mainly due to selection of resistant individuals. Therefore, the use of refuge
areas is crucial to minimize the evaluation of resistance. However, dispersal of target
insects should be understood to properly plan the locations of these areas. Thus, the
first objective of this study was to mark Anticarsia gemmatalis (Hibner) (Lepidoptera:
Erebidae) and Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) by oil-
soluble dyes in order to establish the best concentration to be used in dispersal
studies. The second objective was to evaluate the effects of age, sex, and copulation
on tethered flight and their implication of these scenarios on reproduction and
resistance management as well as to carry out dispersal studies of A. gemmatalis
adults in soybean. The blue (Solvent Blue 35) and red (Sudan Red 7B) dyes at 100
and 400 ppm concentrations diluted in oil were tested. It was noticed that the Sudan
Red 7B at 400 ppm can be used for marking A. gemmatalis, but not for C. includens.
We evaluated the tethered flight and reproduction of females and males, mated and
unmated with 2, 4, and 6 days after emergence. Results indicated that several
characteristics related to flight and reproduction of A. gemmatalis support the
structured refuge strategy for Bt soybean, which can slow down the development of
resistant populations in the field. Dispersal of insects was also evaluated through the
release and capture. Light traps were used to capture the insects and were
distributed 150 m apart in the North, South, East and West directions. The farthest
light trap was located 900 m from the release site. More than 10% of A. gemmatalis
adults could fly more than 800 m. Consequently, it is proposed that refuge areas in Bt
soybeans should be spaced up to 800 m away from each other, aiming to reduce the

frequency of resistant individuals in the field.

Key Words: movement, soybean looper, velvetbean caterpillar, refuge, resistance.



CAPITULO 1 - Consideragées gerais

1.1. Introducgao

A piramidizacdo, alta dose e o refugio estruturado sdo as principais
ferramentas utilizadas para minimizar o aumento da frequéncia de alelos de
resisténcia em populagdes de insetos presentes em areas cultivadas com plantas
geneticamente modificadas que expressam proteinas da bactéria Bacillus
thuringiensis Berliner, conhecidas comumente como plantas Bt (GOULD, 1998). Na
soja MON 87701 x MON 89788 aprovada para comercializagado no Brasil ha apenas
um evento que permite a producédo da proteina inseticida Cry1Ac (CTNBIO, 2010).
Essa proteina confere resisténcia as duas principais pragas desfolhadoras da
cultura, Anticarsia gemmatalis (HUbner) (Lepidoptera: Erebidae) e Chrysodeixis
includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) (BERNARDI et al., 2012). Como esse
material ndo € piramidizado, o sucesso de controle e redu¢cdo de desenvolvimento
da resisténcia deve se basear na elevada expressao da proteina nos tecidos da
planta (alta dose) e no refugio estruturado. Para dimensionar o refugio, faz-se
necessario conhecer a dispersdo dos adultos dessas pragas, visando o manejo de
resisténcia (GOULD, 1998).

O estudo do voo dos insetos é facilitado por meio da marcagédo, que
possibilita diferenciar os individuos liberados dos selvagens. E necessario que o
corante ndo afete de forma significativa a biologia e o comportamento do inseto,
prejudicando o voo. Ressalta-se ainda que a marcagao precisa ser duradoura
(SOUTHWOOD, 1978; HUNT et al., 2000).

Nao existem informagbes a respeito da marcacédo e da capacidade de
dispersédo de adultos de A. gemmatalis e C. includens no Brasil. Os poucos estudos
existentes no mundo tratam da migracdo de adultos em condigdes de clima
temperado. Buschman et al., (1977) e Tingle e Mitchell (1977) monitoraram
populagcdes de ambos os insetos, e observaram que estes podem migrar grandes
distancias, chegando muitas vezes a atravessar estados inteiros nos EUA. Fatores
como correntes de ar, disponibilidade de alimento e temperatura podem influenciar o

voo migratorio desses individuos.
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Assim, a fim de viabilizar estudos relativos a dispersdo de adultos de A.
gemmatalis e de C. includens em agroecosistemas, uma vez que a soja Bt foi
liberada para o plantio, o primeiro objetivo deste trabalho foi avaliar a marcagéo de
ambas as espécies por meio de corantes diluidos em 6leo de soja e incorporados a
dieta das lagartas. Para tanto, avaliou-se o efeito da solu¢do contendo os corantes
no desenvolvimento e na capacidade de voo tutorado, para definir a melhor cor e
concentracdo dos corantes (corante-concentracdo) a serem utilizados. O segundo
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da idade, do sexo e da cdpula no voo
tutorado, e o reflexo desses cenarios na reproducédo e no manejo de resisténcia,
para, com isso, realizar estudos de dispersao de adultos de A. gemmatalis em areas
cultivadas com soja, com o intuito de identificar os principais fatores que influenciam
0 Voo € a distancia maxima de disperséo, de modo que seja possivel contribuir para

o planejamento das areas de refugio.



1.2. Revisao de literatura

1.2.1. Importancia e aspectos bioecolégicos de A. gemmatalis e C. includens

A. gemmatalis e C. includens séo insetos cujas larvas se alimentam de folhas
de diversas leguminosas. A lagarta da soja, A. gemmatalis, € considerada o principal
desfolhador da soja, ja a lagarta falsa-medideira, C. includens, que era considerada
praga secundaria tem se tornado cada vez mais importante, e hoje & considerada
praga-chave na cultura. Ambas ocorrem de maneira bastante generalizada no Brasil
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; MARSARO JUNIOR et al., 2010).

A incubagdo dos ovos de A. gemmatalis dura cerca de trés dias, e cada
fémea tem capacidade de depositar até 1000 ovos, dos quais 80% sao depositados
nos primeiros nove dias de vida da mariposa. As fémeas adultas podem viver até 20
dias. Da mesma forma, o periodo de incubacao de C. includens é de cerca de trés
dias. As fémeas podem viver até 15 dias, e colocar mais de 600 ovos. O potencial
reprodutivo dessas pragas faz com que ambas desempenhem um papel
importantissimo dentro do complexo de lagartas desfolhadoras que atacam a cultura
da soja (LEPPLA, 1976, HOFFMANN-CAMPO et al., 2000).

As larvas de A. gemmatalis possuem varios hospedeiros alternativos, como
feijdbes, amendoim, arroz e algoddo. O ataque a cultura da soja é intensificado a
partir de dezembro no Sul do Brasil, podendo gerar perdas de até 100%. Nos dois
primeiros instares as lagartas raspam o parénquima foliar, e perfuram as folhas a
partir do terceiro instar. A fase larval dura cerca de 15 dias, e as lagartas podem
consumir de 85 a 150cm? de area foliar; aproximadamente 96% desse consumo
ocorre do 4°. ao 6°. instares (PACKARD, 1948; HOFFMANN-CAMPO et al., 2000;
MOSCARDI et al., 2012).

A fase larval de C. includens dura de 13 a 20 dias, e durante esse periodo
pode consumir até 200 cm? de area foliar. O que diferencia o dano causado pela
falsa-medideira da lagarta-da-soja, € que a falsa-medideira ndo consome as
nervuras da folha, o que deixa as plantas com um aspecto rendilhado (HOFFMANN-
CAMPO et al., 2000; MOSCARDI et al., 2012).
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O processo reprodutivo de ambas as espécies, incluindo o acasalamento e a
oviposigao, ocorre a noite. Logo apds o entardecer, as fémeas emitem o feroménio
levantando o abdome, e os machos, apos identificar os volateis, voam a procura das
fémeas até encontra-las para acasalar. Fatores como a idade e cépula interferem na
emissdo de feromoénio pelas fémeas e na capacidade reprodutiva (GREENE et al.,
1973; MASON; JOHNSON, 1987; HOFFMANN-CAMPO et al., 2000; PINTO;
SANTANA; BOTTON, 2005).

1.2.2. A soja Bt e o manejo de resisténcia de insetos

Recentemente, uma ferramenta importante no combate as principais lagartas
desfolhadoras da soja foi aprovada para uso comercial no Brasil, a Intacta RR2 Pro®,
que foi geneticamente modificada para expressar a proteina Cry1Ac, proveniente da
bactéria B. thuringiensis (CTNBIO, 2010).

O emprego desse tipo de tecnologia apresenta riscos, sobretudo no aumento
da frequéncia dos alelos de resisténcia nas populagdes das pragas-alvo presentes
em areas cultivadas com plantas Bt (GOULD, 1998). Isso ocorre devido a presséo
de selegéo imposta a esses individuos, uma vez que a maioria das areas cultivadas
€ muito extensa. Esse cenario torna-se ainda mais perigoso quando considera-se o
potencial reprodutivo dos insetos, que em sua maioria tem varias geragdes por ano
(SOSA-GOMEZ; OMOTO, 2012).

A proteina Cry1Ac é eficaz no controle de A. gemmatalis, contudo é possivel
que haja desenvolvimento de resisténcia (HOMRICH et al., 2008). Sumerford e
Solomon (2000) verificaram a presenga de lagartas de C. includens em campos de
algodéo Bt nos Estados Unidos, comprovando a sobrevivéncia de alguns individuos
que apresentaram peso inferior aos coletados em campos cultivados com plantas
convencionais.

A soja Bt aprovada para comercializagdo no Brasil permite a producao da
proteina inseticida em alta dose para A. gemmatalis, ja para C. includens, o mesmo
evento ndo atende o conceito da alta dose, pois possibilita a sobrevivéncia dos
individuos heterozigotos (BERNARDI et al., 2012).
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O aumento da frequéncia alélica dos genes de resisténcia nas populagbes
das pragas-alvo é acelerado quando o manejo cultural recomendado para essa
tecnologia ndo é devidamente empregado (SOSA-GOMEZ; OMOTO, 2012). Uma
das ferramentas mais utilizadas para minimizar os impactos das plantas Bt € o uso
do refugio estruturado, que consiste em areas cultivadas com plantas convencionais
com ciclo similar ao das plantas geneticamente modificadas. A principal premissa &
que essas areas funcionem como um banco de insetos suscetiveis a proteina, para
que, por meio da cépula com individuos resistentes, possibilitem o fluxo génico entre
insetos de areas transgénicas com insetos de areas sob cultivo convencional,
causando a diluicdo do gene que confere a resisténcia. Essa ferramenta diminui a
probabilidade de um inseto resistente transmitir o gene ou alelo de resisténcia para
sua prole. Para determinar a distancia entre essas areas, € necessario entender o
comportamento de voo dos insetos, bem como avaliar sua dispersédo (GOULD,
1998).

1.2.3. Marcagao dos insetos visando estudos de dispersao

A marcagao dos insetos € necessaria para diferenciar os individuos selvagens
dos liberados em estudos de dispersao (SOUTHWOOD, 1978). O marcador utilizado
ndo pode afetar de forma significativa a biologia e o comportamento de voo do
inseto, nem prejudicar a reprodugdo. Ressalta-se ainda que a marcagao deve ser
duradoura (SOUTHWOOD, 1978; HUNT et al., 2000).

Os corantes lipossoluveis do grupo Azo tém sido empregados como
marcadores em diversos estudos de dispersédo de insetos (QURESHI et al., 2004;
WALTON; CONLONG, 2008; BOWEN; KARD, 2012). Esses corantes artificiais eram
utilizados inicialmente na industria alimenticia, mas estudos demonstraram que boa
parte dessas substancias eram potencialmente carcinogénicas. Posteriormente, o
consumo humano de alguns tipos de corantes foi proibido, e desde entdo a maioria
dessas substancias tem sido utilizadas na industria quimica, de combustiveis, e para
tingir tecidos celulares em microscopia, dentre outras aplicagdes (PRADO; GODOY,
2003).
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O uso de corantes lipossoluveis na marcacdo de insetos possui varias
vantagens perante outros métodos. Apos ser diluido em Oleo, o corante é
incorporado a dieta e oferecido ao inseto, permitindo a marcacdo de varios
individuos e com pouca demanda de mé&o-de-obra. Este tipo de técnica tem baixo
custo e alta eficiéncia. Aléem disso, o inseto ndo elimina o corante com facilidade
(HAGLER; JACKSON, 2001).

Nem todo corante é eficiente na marcagdo, e, geralmente, concentracbes
superiores a 100 ppm sdo mais adequadas. Entretanto, acima de 500 ppm podem
prejudicar o desenvolvimento de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (VILARINHO et
al., 2006) e o voo de Helicoverpa armigera (HUbner) (Lepidoptera: Noctuidae) (ZHAO
et al., 2008). Por outro lado, sabe-se que somente concentragbes entre 500 e 1000
ppm marcaram adultos de Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae)
(BURTON; SNOW, 1970).

O corante vermelho Sudan Red 7B é mais eficaz na marcacédo de adultos de
S. frugiperda e H. armigera do que o azul Solvent Blue 35 (VILARINHO et al., 2006;
ZHAO et al., 2008). Todavia, esse padrao nao se aplica a todos os lepidopteros.
Estudos com Diatraeca grandiosela (Dyar) e Diatraea saccharalis (Fabricius)
(Lepidoptera: Crambidae) demonstraram que o corante azul foi tdo eficiente quanto
o vermelho na marcacao e nao afetou o desenvolvimento dos insetos (QURESHI et
al., 2004; VILARINHO, 2007). Portanto, € necessario estudar os efeitos dos corantes
e suas respectivas concentragdes para cada espécie (SOUTHWOOD, 1978).

Um dos poucos fatores que podem afetar a eficiéncia de marcagao do corante
além da concentragéo é a presenca do acido ascorbico na dieta artificial. Pois pode
influenciar na diminuigéo da eficiéncia de marcacao dos insetos, uma vez que causa
descoloragdo de diversos corantes lipossoluveis pertencentes ao grupo Azo
(PRADO; GODOY, 2003).

1.2.4. Voo-tutorado, migracao e dispersdo de A. gemmatalis e C. includens
O voo tutorado em laboratério ndo pode ser comparado com o voo real do

inseto, uma vez que em laboratorio € dificil simular a agdo dos ventos, os

obstaculos, os estimulos quimicos e visuais, dentre outros fatores que influenciam
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diretamente na movimentagdo dos insetos em campo. Entretanto, essa ferramenta
permite obter informagdes valiosas sobre a estimativa da capacidade de voo relativa
em diferentes cenarios (GATEHOUSE; WOODROW, 1987).

A avaliacdo do voo tutorado dos insetos é possivel por meio de aparelhos
conhecidos como “Flight Mills”. Esses dispositivos s&o dotados de uma haste mével
muito leve, na qual o inseto & fixado, e com o impulso gerado pelo bater das asas do
individuo adulto essa haste se movimenta, assim o inseto voa em circulos em torno
de um eixo central. A cada volta, esses aparelhos registram todas as informacgdes de
voo (WALES; BARFIELD, LEPPLA, 1985; BARFIELD; WATERS; BECK, 1988;
NARANJO, 1990).

A maneira menos prejudicial para colar os insetos nesses aparelhos é
imobilizando-os por meio de um sugador similar ao utilizado por Morris (1965).
Autores que utilizam o resfriamento dos insetos, ou mesmo CO; para anestesia-los
antes da fixagdo no aparelho correm o risco de interferir em diversos processos
fisiol6égicos do inseto, e, consequentemente, prejudicar o voo (SCHUMACHER et al.,
1997).

Os “Flight Mills” ou Aparelhos de Avaliacdo de Voo Tutorado (AAVT) podem
ser utilizados para comparar o voo tutorado de individuos marcados e ndo marcados
com corantes lipossoluveis, a fim de avaliar possiveis efeitos negativos da técnica de
marcag¢ao sobre o voo, antes de estudos de dispersédo em campo (ZHAO et al.,,
2008). Em outros casos é possivel avaliar os efeitos do voo na reproducéo,
diferencas de voo entre sexos e idades, duragdo e frequéncia de voo dos insetos
durante a escotofase (WALES; BARFIELD, LEPPLA, 1985; NARANJO, 1990;
SCHUMACHER et al., 1997).

Os principais tipos de movimentagdo dos insetos em condi¢gdes de campo
resumem-se em dispersédo e migragao, que subdivide-se em imigragcéo e emigragao.
A migragao consiste na movimentacao de insetos entre habitats, que muitas vezes é
confundida com processos populacionais que ocorrem em escala local. Ja a
disperséo consiste na redistribuigdo populacional que leva a propagacéo local dos
organismos (SCHELLHORN; BIANCHI; HSU, 2014).

Tanto C. includens como A. gemmatalis sdo insetos que possuem

comportamento migratério em clima temperado, tendo em vista a escassez de
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alimento e as baixas temperaturas. Acredita-se que ambas as espécies sejam
incapazes de sobreviver no inverno da regido continental dos EUA, e em muitas
ocasides, populagdes destas pragas voaram dezenas de quildbmetros em busca de
alimento, e de temperaturas mais favoraveis (BUSCHMAN et al., 1977; TINGLE &
MITCHELL, 1977).

Ainda ndo ha um consenso no meio cientifico acerca dos fluxos migratorios
de pragas no Brasil, uma vez que a maioria dos insetos de maior importancia
econdmica sao polifagos, ou seja, ndo ha falta de alimento, e que as temperaturas
nao sao drasticas no inverno ao ponto de limitar o desenvolvimento dos insetos. No
entanto, Sosa-Gémez (2004) realizou estudos de caracterizagcdo genética de
populacdes de A. gemmatalis para compreender possiveis fluxos migratérios no
Brasil com diversas regides nas Américas, e constatou-se similaridade genética
entre populagcdes do Brasil com os EUA, sugerindo que podem ter havido fluxos
migratorios entre os dois paises. O que torna esse resultado ainda mais
interessante, é que a distancia entre os pontos amostrados € de aproximadamente
6.500 km. No entanto, as popula¢des do Brasil estdo geneticamente distantes das
populagcdes da Argentina, indicando que ha isolamento geografico entre essas
regides.

Apesar de haver informagdes sobre possiveis fluxos migratorios de A.
gemmatalis no Brasil (SOSA-GOMEZ, 2004), ndo existem estudos relevantes sobre
a dispersédo de A. gemmatalis e C. includens em agroecosistemas tropicais. E,
segundo Gould (1998), estudos de dispersdo sao cruciais na determinagéo da
disténcia entre as areas de refugio, visando o manejo de resisténcia de insetos a
plantas geneticamente modificadas.

Os poucos estudos existentes sobre a dispersdo de lepiddpteros-praga no
Brasil foram realizados com S. frugiperda na cultura do milho, e com D. saccharalis
na cultura da cana-de-agucar, e ambos os insetos foram capazes de voar até 800 m
(CAIXETA, 2010; VILARINHO et al., 2011). Isso indica que a distdncia maxima entre
as areas de refugio adotada na cultura do milho no Brasil esta coerente (VILARINHO
et al., 2011).



1.2.5. Fatores que podem influenciar a movimentagao dos insetos em campo

A razéo pela qual a maioria dos insetos tem habito de voo noturno pode ser
explicada pelas condigbes ambientais favoraveis encontradas a noite. Neste periodo
a atmosfera encontra-se mais estavel, proporcionando melhores condi¢gbes para a
migragc&do. Alguns individuos chegam a alcangar altitudes acima da camada de
inversdo térmica, pois nesse ponto as condi¢cbes climaticas sdo ideais para a
migracdo a longas distancias. Outras vantagens do voo noturno s&o evitar a
predacao por aves, o estresse térmico e a perda de agua pela acdo da radiagao
solar (DRAKE; FARROW, 1988).

Showers et al. (1989) propuseram que o movimento de correntes de ar foi
fator chave na dispersdo de adultos de Agrotis ipisilon (Hufnagel) (Lepidoptera:
Noctuidae), levando alguns individuos a percorrerem varios quildbmetros nas
planicies do estado do Texas, nos Estados Unidos. A diregdo do vento também
influenciou no deslocamento de Ostrinia nubilalis (Hubner) (Lepidoptera:
Crambidae), de modo que alguns individuos que se dispersaram a favor do vento
apresentaram velocidade média de voo superior a velocidade do vento em alguns
casos (SHOWERS et al., 2001).

Muitas vezes, o voo noturno ndo € orientado apenas pela direcao do vento,
mas podem haver alguns elementos de navegac&o que sé&o utilizados pelos insetos,
e que podem ser mais eficazes em ventos fracos. O feroménio liberado pelas
fémeas virgens pode ser um desses elementos de navegacédo. Os machos atraidos
pelos volateis presentes nas correntes de ar voam a procura das fémeas que
aguardam imoveis a espera de parceiros para a copula (TURNER; HAMILTON; LEE,
1978; JOHNSON et al., 1981; DRAKE; FARROW, 1988).

Faz-se necessario conhecer melhor as respostas de cada espécie aos
diversos fatores climaticos, a fim de verificar a capacidade de adaptacéo de cada
uma as variaveis atmosféricas. Também, é necessario elucidar questbes sobre os
fatores que influenciam na orientacdo de voo dos insetos, verificando possiveis
predisposi¢cdes genéticas e adaptativas (DRAKE; FARROW, 1988; HOLLAND;
WIKELSKI; WILCOVE, 2006; SCHELLHORN; BIANCHI; HSU, 2014).
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CAPITULO 2 - Efeito de corantes lipossoltiveis na marcagao, desenvolvimento
e voo tutorado de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera:

Erebidae) e Chrysodeixis includens (Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT

Knowledge of the habits, reproductive strategies, and dispersal capabilities of
an insect pest provides a basis for the development of new approaches to pest
management. Studies on dispersal dynamics contribute to the understanding of the
behavior and ecological interactions of insects. Therefore, to facilitate studies of
dispersal of Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Erebidae) and
Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) adults in agroecosystems,
this study was run. The objective of this work was to evaluate the effect of marking on
the development and tethered flight capacity of the study species to define the best
marker and concentration to be used. To evaluate the effect of the markers on the
development of the insects, red (Sudan Red 7B) and blue (Solvent Blue 35) oil-
soluble dyes at 100 and 400 ppm were tested in addition to a control (no dye and
soybean oil). The effect of red dye in a 400 ppm solution in oil on the tethered flight of
males and females was evaluated with flight mills. The red dye at the 400 ppm
concentration marked both species more efficiently. The mark remained visible
throughout the life of the insect. Overall, the 400 ppm solution of blue dye in soybean
oil prolonged the development of A. gemmatalis and increased the mortality of both
species. The 400 ppm solution of red dye in oil did not affect A. gemmatalis flight
performance. The marked C. includens individuals flew longer distances and for a
longer time than the non-marked individuals. Accordingly, Sudan Red 7B at 400 ppm
is recommended for marking A. gemmatalis but not C. includes, because it may
overestimate the flight capacity. This dye-concentration may be used to mark A.
gemmtalis adults on dipersion studies, aiming to establish management strategies to

delay the growth of resistant populations on genetically modified soybean.

Key Words: velvetbean caterpillar; soybean looper; markers; biology; flight mill.

Capitulos 2 e 3 no padrao da Florida Entomologist, conforme as normas da UNESP.
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RESUMO

O conhecimento do voo dos insetos fornece informagbes que estimulam
novas abordagens a respeito do manejo de pragas. Estudos da dinamica de
dispersdo ajudam na compreensao do comportamento do inseto e de suas
interacdes ecologicas. A fim de viabilizar estudos de movimentagdo de adultos de
Anticarsia gemmatalis (HUbner) (Lepidoptera: Erebidae), e Chrysodeixis includens
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae), o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
marcagao no desenvolvimento e na capacidade de voo tutorado para definir a
melhor combinag&o de corante-concentragdo a ser utilizada. Para avaliar o efeito no
desenvolvimento, testaram-se os corantes lipossoluveis azul (Solvent Blue 35) e
vermelho (Sudan Red 7B) nas concentracbes de 100 e 400 ppm mais 6leo, e a
testemunha (sem corante e 6leo de soja). O efeito da solugédo contendo corante
vermelho a 400 ppm foi avaliado no voo tutorado de machos e fémeas por meio de
aparelhos de avaliagdo de voo tutorado. Na concentragdo maior, o corante vermelho
foi mais eficiente na marcacdo do que na concentragdo menor em ambas as
espécies, e permaneceu visivel até a morte dos adultos. A solugdo contendo o
corante azul a 400 ppm prolongou o desenvolvimento de A. gemmatalis, e reduziu a
sobrevivéncia de ambas as espécies. Para A. gemmatalis, o corante vermelho mais
0leo ndo prejudicou o voo, mesmo a 400 ppm. Em C. includens, os individuos
marcados voaram distancias maiores e por mais tempo do que os insetos néo
marcados. Com isso, recomenda-se o uso do corante Sudan Red 7B a 400 ppm
somente para a marcagado de A. gemmatalis, mas nao para C. includens, pois pode
superestimar a capacidade de voo. Esse corante-concentracdo podera ser utilizado
para marcar adultos de A. gemmatalis em estudos de dispersdo visando o
estabelecimento de estratégias de manejo que possam mitigar o desenvolvimento de

populacdes resistentes a soja geneticamente modificada.
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O conhecimento dos habitos do inseto, da sua reproducdo e habilidade de
voo fornecem informagdes que estimulam novas abordagens a respeito do manejo
de pragas. Estudos de dispersdo ajudam na compreensdo do comportamento do
inseto e de suas interagdes ecoldgicas (Holland et al. 2006; Mazzi & Dorn 2012).

Para estudar o voo dos insetos no campo, faz-se necessario marca-los para
que possam ser monitorados. Para tanto, algumas técnicas de marcacgao, liberacao
e captura sdao amplamente usadas para avaliar a dispersdo (Hagler & Jackson
2001), embora seja importante destacar que a técnica utilizada na marcagdo néao
pode afetar a biologia e o comportamento desses individuos (Hunt et al. 2000), nem
prejudicar a locomogéo. Ressalta-se, ainda, que a marcagdo deve permanecer
visivel até a morte do inseto (Hagler & Jackson 2001).

Corantes misturados ao alimento foram utilizados pela primeira vez para
marcar adultos de dipteros (Reeves et al. 1948). Atualmente, corantes lipossoluveis
do grupo Azo sdo empregados como marcadores em diversos estudos de dispersao
de insetos em condi¢gdes de campo (Qureshi et al. 2004; Walton & Conlong 2008;
Bowen & Kard 2012). Em noctuideos, observou-se que existem diferengcas na
eficiéncia de marcacgédo em funcéo do tipo de corante utilizado, e que concentragdes
de pelo menos 100 ppm sédo mais eficientes na marcacgéo. No entanto, acima de 500
ppm podem prejudicar o desenvolvimento e, consequentemente, o voo (Vilarinho et
al. 2006; Zhao et al. 2008).

N&o existem informagbes sobre marcacdo e movimentagdo de adultos de
Anticarsia gemmatalis (HUbner) (Lepidoptera: Erebidae) e Chrysodeixis includens
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) em condigbes tropicais. Todavia, tanto C.
includens quanto A. gemmatalis possuem comportamento migratério em regides de
clima temperado, visto que s&o pouco tolerantes a baixa temperatura e possuem
diversos hospedeiros alternativos. Nos EUA, verificou-se que populagdes destas
pragas foram capazes de voar dezenas de quildmetros em busca de alimento e de
temperaturas mais favoraveis (Buschman et al. 1977; Tingle & Mitchell 1977).

A soja geneticamente modificada que expressa proteinas toxicas a insetos foi
aprovada para uso comercial no Brasil (CTNBio 2010), com isso seréo necessarias
estratégias de manejo de resisténcia de insetos. Entre as ferramentas existentes,

uma das mais difundidas é a adogédo de areas de refugio (Gould 1998); e para
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estabelecé-las, deve-se considerar a capacidade de dispersao do inseto-alvo. Assim,
a fim de viabilizar estudos relativos a movimentagédo de adultos de A. gemmatalis e
de C. includens em agroecosistemas, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
marcagdo de ambas as espécies por meio de corantes diluidos em 6leo de soja e
incorporados a dieta das lagartas. Para tanto, avaliou-se o efeito da solugdo
contendo os corantes no desenvolvimento e na capacidade de voo tutorado, para
definir a cor do corante e a melhor concentragcdo (corante-concentracéo) a ser

utilizada.

MATERIAIS E METODOS

Os ensaios de marcacao de adultos foram conduzidos no Laboratério de
Ecologia Aplicada, FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP. As colbnias de A. gemmatalis e
C. includens foram formadas a partir de insetos mantidos na SGS Gravena,
Jaboticabal, SP, e Laboratorio de Biologia de Insetos, ESALQ-USP, Piracicaba, SP,
Brasil. O estabelecimento da criacédo, a dieta, e todos os procedimentos de
manutencgao dos insetos no laboratorio foram realizados conforme Hoffmann-Campo
et al. (1985).

Preparo da dieta artificial e marcacao dos insetos

Solugdes contendo os corantes lipossoluveis vermelho (Sudan Red 7B -
C.1.26050) e azul (Solvent Blue 35 - C.1.61554) (Aldrich Company Inc.) foram
incorporadas ao alimento oferecido as lagartas (Hendricks et al. 1971; Hunt et al.
2000). Inicialmente foram diluidos 5 g do corante em p6 em 50 mL de 6leo de soja,
depois retirou-se 1 mL desta solu¢ao contendo 0,1 g de corante, que foi incorporado
a 1 L de dieta para obter 100 ppm (Ostlie et al. 1984; Vilarinho et al. 2006). A mistura
foi homogeneizada durante um minuto em liquidificador industrial e vertida em

bandejas plasticas para resfriar em temperatura ambiente por duas horas.
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Ensaios de marcacéo

Para cada espécie foi realizado um ensaio composto por cinco tratamentos e
quatro repeticbes de 30 insetos cada, adotando o delineamento inteiramente
casualizado. Os tratamentos consistiram em testemunha, com dieta sem corante e
sem Oleo, e dietas com a solugdo contendo o corante azul e vermelho nas
concentragdes de 100 e 400 ppm. A escolha dos corantes-concentragbes foram
baseadas em Qureshi et al. (2004) e Vilarinho et al. (2006).

Lagartas de segundo instar mantidas inicialmente em dietas sem corante
foram transferidas para placas de Petri de acrilico de 5 cm de diametro por 2 cm de
altura, com 3 cm?® de dieta artificial contendo o corante. Os insetos foram mantidos
sob condigbes controladas (26 + 2°C; 60 + 15% UR; fotoperiodo de 12.12 h L.E).

As lagartas foram observadas diariamente para avaliagdo do desenvolvimento
e da mortalidade (%) e duragédo do periodo larval (dias). Durante a fase de pupa,
foram avaliados os parametros duracéo do periodo (dias) e peso das pupas com 24
h de idade. O ciclo (ovo a adulto) também foi avaliado.

No momento da pesagem, todas as pupas foram separadas por sexo, para
agrupar os individuos em casais antes da emergéncia, a fim de avaliar a marcacao
dos ovos. Para tanto, 20 casais de cada tratamento foram separados aleatoriamente,
e para forma-los, foram utilizadas pupas de mesma idade para obter emergéncia
simultdnea. Os demais insetos adultos de cada tratamento foram mantidos
individualmente e também foram avaliados.

Na fase adulta, todos os insetos foram mantidos em gaiolas plasticas de 15
cm de altura, e 8 cm de didmetro. As gaiolas foram recobertas internamente com
papel sulfite e fechadas com tecido tipo “voile”. Cada gaiola continha um chumaco
de algoddao embebido em mel a 10% que foi substituido a cada dois dias. Foram
avaliados os parametros: numero de adultos e posturas cuja coloragao interna foi
diferente da testemunha, e o ciclo, que compreende desde a incubac¢ao dos ovos até
a emergéncia do adulto.

Os individuos foram considerados marcados quando o corante foi mantido até

a fase adulta. Para observar a marcagao fez-se a remogao das escamas de uma
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pequena area do abdémen dos insetos adultos para verificar a coloragao interna. Em

alguns casos foi necessario disseca-los para avaliar a marcagéo.
Influéncia do corante no voo tutorado

Os ensaios para avaliar o voo de A. gemmatalis e C. includens foram
realizados para testar machos e fémeas marcados e ndo marcados com o corante
vermelho a 400 ppm, uma vez que esse corante-concentracdo nao interferiu no
desenvolvimento e foi eficiente na marcacgao. Os insetos utilizados tinham dois dias
de idade (Zhao et al. 2008).

Para comparar o voo destes individuos foram utilizados “flight mills” ou
Aparelhos de Avaliacdo de Voo Tutorado (AAVT) adaptados a partir das
metodologias propostas por Wales et al. (1985), Barfield et al. (1988) e Naranjo
(1990) (Figura 1A). Os 16 aparelhos construidos foram instalados em ambiente
fechado com condi¢des controladas (27 + 2°C, 70 + 10% UR, e fotoperiodo de 14.10
h L.E), similares as condi¢bes utilizadas em criagcao de adultos (Hoffmann-Campo et
al. 1985).

O aparelho possui uma haste de fibra de vidro fixada a um eixo movel de ago
(agulha Corrente® n°6) que se move no sentido horario impulsionada pelos insetos
durante o voo. A cada volta o ima fixado a haste envia um impulso magnético que é
captado pelo sensor, permitindo que o ciclo-computador (Echowell® Bri2) registre as
informacgdes de voo. A distancia entre o eixo e o inseto foi de 29,3 cm, para tanto a
cada volta o inseto percorria 1,84 metros. O ciclo-computador foi calibrado a partir
desse valor (Fig. 1A, B).

Os insetos foram colados em uma haste fixadora com a ponta curvada em 90°
para nao danificar o mesonoto (Fig. 1C). O eixo mével foi guiado por um suporte de
acrilico com um orificio no centro sustentado por dois alfinetes. A ponta inferior do
eixo foi tutorada por um parafuso Philips com sulco arredondado no centro, para que
0 eixo nao girasse de forma desordenada durante o voo (Fig. 1D). Todas as hastes
foram equilibradas para o peso médio dos adultos (cerca de 120 mg) a fim de manter

o sistema estavel (Fig. 1A).
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Fez-se a imobilizacdo dos insetos por meio de um sugador similar ao utilizado
por Morris (1965) para viabilizar a fixagdo na haste movel. Depois de imobiliza-los,
retiravam-se as escamas com uma haste flexivel de algoddo. O tempo de
permanéncia dos insetos no sugador, que compreende 0 manuseio e a fixagao, foi
padronizado em 90 segundos. Para fixar os insetos no aparelho, colocou-se um
pingo de super-cola a base de cianocrilato (Super-Bonder®, Henkel) (Liu et al. 2011)
no mesonoto, com cerca de 1Tmm de didmetro. Posteriormente, passou-se termo-
cola a base de silicone e resinas plasticas (Tilibra®) na ponta da haste fixadora, e
depois de dois segundos, aproximadamente, a haste foi fixada no mesonoto
contendo super-cola (Fig. 1C). Todos os insetos foram colados no aparelho a pelo
menos uma hora do inicio das avaliagbes, para que o stress causado no manuseio
nao interferisse no voo (Schumacher et al. 1997). Testes foram realizados para
verificar a viabilidade da técnica e permitiram confirmar que o voo e a reprodugao
nao foram afetados.

O armazenamento de dados do aparelho é feito por meio de um Ciclo-
Computador (Fig. 1A). O modelo do dispositivo utilizado permite avaliar a velocidade
média, a distadncia percorrida e a duragédo do voo. Também foi possivel calcular o
tempo imovel, e realizar a avaliagéo da perda de peso (peso de pupas menos 0 peso
do adulto ap6s o voo).

Como a reproducao de ambas as espécies, incluindo o voo, o acasalamento e
a oviposicao ocorrem a noite, os ensaios de avaliacdo de voo tutorado foram
realizados durante a escotofase (Greene et al. 1973; Mason & Johnson 1987). As
avaliacdes comecgaram as 19:00 horas e foram finalizadas as 07:00 da manh&, uma
hora antes e uma depois da fase de escuro, que foi das 20:00 até 06:00 horas da

manha.
Analise estatistica

Em todos os ensaios, os dados foram transformados quando as variaveis néao
apresentaram normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. As transformacgdes utilizadas
foram +/x para desenvolvimento larval e de pupa, peso de pupas, distancia

acumulada e duragédo de voo em ambas as espécies; e para velocidade média e
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tempo imovel em A. gemmatalis, e arco-seno \/W para a porcentagem de
adultos e ovos marcados, e perda de peso ap6s o voo para A. gemmatalis.

Nos ensaios de marcacdo, consideraram-se o0s cinco tratamentos como
fatores qualitativos estruturados. Por isso, utilizou-se o teste de Dunnett para as
variaveis relacionadas ao desenvolvimento de larvas e pupas, e contrastes
ortogonais para avaliar a eficiéncia de marcagéo (Scheffé) (Bertoldo et al. 2008).
Utilizou-se o procedimento GLM para analise de variancia e o LSMEANS para
ajustar as médias em cada fator testado, uma vez que ambos sao indicados para
analises com dados desbalanceados (SAS Institute 2004). A viabilidade dos insetos
(numero inicial de individuos menos a mortalidade de larvas e pupas) foi corrigida
conforme Abbott (1925).

Para a variavel ciclo, adotou-se o delineamento em blocos ao acaso em
esquema fatorial 5x2, com cinco tratamentos e dois sexos. O procedimento SLICE
(SAS Institute 2004) foi utilizado nas analises de efeitos simples para decompor as
interagcdes significativas, seguido do teste de Tukey para separagdao das médias
(Nogueira & Corrente 2000).

Dois fatores foram estabelecidos para os ensaios de voo tutorado: sexo
(macho e fémea) e marcacao (marcados ou nao). Adotou-se o delineamento em
blocos ao acaso em esquema fatorial (2x2) com 18 repeticbes para A. gemmatalis e

12 para C. includens.
RESULTADOS

Desenvolvimento larval, de pupas e o ciclo de A. gemmatalis e C. includens

alimentadas com dieta contendo os corantes

O tratamento que continha a solugdo com o corante azul a 400 ppm foi o que
mais interferiu no desenvolvimento de A. gemmatalis, prolongando a duragéo do
periodo larval (gl = 4; F= 6,16; p < 0,05). Todavia, ndo houve diferencga significativa
entre os tratamentos no periodo pupal, no peso das pupas e na razdo sexual (p >
0,05) (Tabela 1). Também houve reducdo na viabilidade dos adultos de A.

gemmatalis cujas lagartas ingeriram dieta contendo a solu¢do com o corante azul a
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100 e 400 ppm, de 9,67% e 15,50%, respectivamente. Por outro lado, a diminuicéo
na viabilidade dos adultos cujas larvas se alimentaram de dieta contendo o corante
vermelho mais 6leo de soja foi inferior a 1% em ambas as concentragdes
comparadas ao controle.

Em C. includens, os corantes-concentracées nao afetaram o periodo larval e
de pupa, o peso das pupas e a razédo sexual (p > 0,05) (Tabela 1). Em relagédo a
testemunha, houve reducéo 12,3% na viabilidade dos adultos que se alimentaram
com dieta contendo o corante azul a 400 ppm mais 6leo. Os demais tratamentos nao
interferiram na viabilidade dos adultos.

Em ambas as espécies, ndo houve interagédo entre tratamentos e sexos para
a variavel ciclo (p > 0,05), assim o efeito de cada fator foi analisado separadamente.
Em A. gemmatalis verificou-se que o ciclo dos insetos cujas larvas se alimentaram
da dieta contendo a solugédo com o corante azul a 400 ppm foi mais longo do que no
controle (p < 0,05). Para os demais tratamentos ndo houve alteracdo no ciclo em
relacdo ao controle. O ciclo de C. includens nao foi afetado pelos corantes-
concentracgdes testados (p > 0,05) (Tabela 1).

Em ambas as espécies, o ciclo dos machos foi mais longo que o das fémeas
independente do corante-concentragédo utilizado (p < 0,05). Em A. gemmatalis, o
ciclo dos machos e das fémeas foi de 28,3 e 27,6 dias, respectivamente, e de 26,1 e

25,3 para C. includens.

Marcacao de adultos e ovos de A. gemmatalis e C. includens

Os insetos alimentados com dieta sem corante foram comparados aos
individuos marcados, e, conforme pbde-se observar na Tabela 2, houve diferenga
entre os tratamentos na marcacao de adultos e ovos, em ambas as espécies (gl = 4;
F=1187;, p<0,01; egl =4; F=100,70; p < 0,01 para A. gemmatalis, gl= 4; F =
15,84; p < 0,01; e gl =4; F=179,04; p < 0,01 para C. includens, respectivamente).
Comparados ao controle por meio de observagdo e/ou dissecacdo, os corantes-
concentracdes alteraram a coloracéo interna dos adultos e ovos em ambas as
espécies em relacao a testemunha, garantindo a marcagao interna. Verificou-se que

o corante vermelho foi mais eficiente na marcagédo de adultos e ovos do que o
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corante azul nas concentragdes testadas em A. gemmatalis e C. includens (p < 0,02)
(Tabela 2).

Na comparagao entre a maior e a menor concentracdo do corante vermelho,
observou-se que em ambas as espécies a menor concentragdo marcou menos
individuos adultos e ovos do que a maior, tanto em A. gemmatalis como em C.
includens (p < 0,05) (Tabela 2).

O corante azul foi ineficiente na marcacdo de adultos e ovos de A.
gemmatalis, independente da concentracao utilizada. Observou-se que a presenca
do corante foi vestigial, e modificou a coloragdo de menos de 7% dos insetos (p >
0,05) (Tabela 2).

Mais de 98% dos adultos de A. gemmatalis marcados com o corante Sudan
Red 7B apresentaram coloragdo evidente na maior concentracdo. Houve
modifica¢gdes na cor de mais de 88% dos ovos com a maior concentragao do corante
vermelho (p < 0,05). Em C. includens o corante vermelho a 400 ppm marcou pelo
menos sete vezes mais adultos e ovos do que na menor concentragéo (p < 0,02)
(Tabela 2).

Para C. includens, apenas a maior concentragdo do corante azul possibilitou a
marcacgado de adultos quando comparada a menor, que ndo modificou a coloragao
interna de nenhum individuo (p < 0,01) (Tabela 2).

A presenca do corante vermelho Sudan Red 7B a 400 ppm na fase de ovo,

lagarta e adulto de C. includens e A. gemmatalis foi registrada (Fig. 2A, B).

Avaliacao da capacidade de voo de individuos marcados e ndo marcados

Independente do sexo e da marcagao, A. gemmatalis e C. includens voaram,
em média, 15,4% e 37,3% do tempo (12 h). Nao houve interacéo significativa entre a
marcacao e o sexo no voo tutorado em ambas as espécies (p > 0,05), com isso o
efeito dos fatores foi analisado separadamente para cada variavel.

Observou-se diferenca na velocidade média de A. gemmatalis (gl = 1; F =
5,01; p < 0,05), e os individuos que ingeriram dieta contendo o corante vermelho a
400 ppm mais 6leo se locomoveram a velocidades superiores as dos individuos sem

corante (p < 0,05). Todavia, isso ndo se refletiu na distancia e na duragéo do voo (p
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> 0,05). Os adultos marcados e os sem a presenga do corante mais 6leo foram
semelhantes na perda de peso e no tempo imével (p > 0,05) (Tabela 3).

Para C. includens, ndao houve diferenca entre machos e fémeas (p > 0,05).
Entretanto, na comparacgéo entre adultos marcados e ndo marcados, os individuos
que se alimentaram da dieta contendo a solugdo com o corante voaram por um
periodo maior e, consequentemente, ficaram menos tempo parados do que os
individuos sem corante (p < 0,05). Para a perda de peso e velocidade média, ndo
observou-se diferencas (p > 0,05) (Tabela 3).

Em A. gemmatalis, observou-se que a perda de peso dos machos foi maior
que a das fémeas (p < 0,05). Para a velocidade média, a distancia e duracdo de voo

e o tempo imovel, os machos n&o foram diferentes das fémeas (p > 0,05) (Tabela 3).

DISCUSSAO

O corante vermelho na concentracao maior foi mais eficiente na marcacao de
adultos e ovos do que na concentragdo menor, em ambas as espécies. Essa
concentragdo-dependéncia também foi evidenciada em estudos com Helicoverpa
zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae), que somente foram marcadas com o corante
Calco Oil Red N1700, nas concentragbes de 500 e 1000 ppm, sendo ineficiente a
250 ppm (Burton & Snow 1970). A presenca do acido ascorbico na dieta artificial
pode ter influenciado na diminui¢gdo da eficiéncia de marcagdo dos insetos com o
corante Sudan Red 7B a 100 ppm, uma vez que causa descoloracao de diversos
corantes pertencententes a mesma classe (Prado & Godoy 2003).

O corante Solvent Blue 35 néo foi eficaz na marcagdo de A. gemmatalis e C.
includens, diferente do corante Sudan Red 7B que marcou mais de 98% dos adultos,
e permaneceu visivel mesmo apdés a morte dos insetos. Em estudos com
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) e Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera:
Noctuidae), o mesmo corante vermelho foi mais eficaz do que o azul (Vilarinho et al.
2006; Zhao et al. 2008). Entretanto, esse padrdo ndo se aplica a todos os
lepidopteros. Estudos com Diatraea grandiosela (Dyar) e Diatraea saccharalis

(Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) demonstraram que o corante azul foi tao
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eficiente quanto o vermelho na marcagao e n&do afetou o desenvolvimento (Qureshi
et al. 2004; Vilarinho 2007).

Na presenca de solventes organicos como acetato de etila e cloroformio, ha
mais de 30% de perda na coloragcédo do corante Solvent Blue 35 do que no corante
Sudan Red 7B, conforme Souka & Farag (1990). Esta maior solubilidade do corante
azul em solventes nao lipidicos, provavelmente, esta relacionada a menor eficiéncia
na marcacao de A.gemmatalis e C. includens, uma vez que ambas foram capazes
elimina-lo com mais facilidade do que o vermelho. Todavia, isto precisa ser
elucidado.

A solugdo contendo Solvent Blue 35 na maior concentragdo mais O6leo
prolongou o periodo larval de A. gemmatalis em relagdo a testemunha, diminuiu a
viabilidade de adultos de ambas as espécies, e prolongou o ciclo em relagcéo a
testemunha. Segundo Vilarinho et al. (2006), 0 mesmo corante também estendeu a
fase larval e de pupa de S. frugiperda. Sabe-se que a qualidade do alimento pode
interferir em aspectos bioldgicos dos insetos (Waldbauer, 1968), e este aumento no
tempo de desenvolvimento dos insetos cujas larvas ingeriram dieta com o corante
azul e Oleo deve estar relacionado a energia direcionada para metabolizar essa
substancia xenobidtica (Vilarinho et al. 2006).

O corante Sudan Red 7B a 400 ppm foi eficiente na marcacéo e nao interferiu
no desenvolvimento de ambas espécies, com isso pdde-se testar a capacidade de
voo tutorado dos insetos marcados. Esta estratégia permite obter informagbes sobre
a estimativa da capacidade de voo relativa, embora o voo tutorado ndo simule
necessariamente o voo real do inseto (Gatehouse & Woodrow 1987). Na maior
concentracéo, o corante vermelho e o 6leo causaram aumento na velocidade de voo
de A. gemmatalis em relagédo ao controle. Entretanto, a duragéo e a distancia sao as
principais caracteristicas que refletem alteragdes no voo. Como néo houve alteragéo
nesses parametros entre adultos de A. gemmatalis, o corante nao prejudicou o voo.
A mesma situagao foi observada em estudos de marcagao de H. armigera (Zhao et
al. 2008).

Para C. includens, os individuos marcados voaram mais e por um periodo
maior do que os insetos ndo marcados, e isto, possivelmente, esta associado ao

corante acrescido de 6leo, que prejudicou a qualidade do alimento. Segundo Angelo
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& Slansky Jr. (1984), ha uma mudanca na estratégia de sobrevivéncia do inseto
quando as larvas ingerem alimento cuja qualidade ndo é ideal, e isso,
possivelmente, pode ter contribuido para que os adultos voassem mais em busca de
condi¢des mais favoraveis para sua prole.

Com isso, os efeitos observados no voo de C. includens sugerem que o
corante vermelho a 400 ppm nao pode ser utilizado, pois pode superestimar a
capacidade de voo do inseto. Entretanto, faz-se necessario novos testes com outros
tipos de corantes e concentracdes. Por outro lado, o uso do corante Sudan Red 7B a
400 ppm para marcacdo de A. gemmatalis € recomendado, pois ndo afeta o
desenvolvimento e o voo. Essa concentracdo do corante vermelho podera ser
utilizada para marcar adultos da lagarta da soja em estudos de dispersdao em

agroecosistemas.
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FIGURAS

Fig. 1. A, visdo geral do aparelho de avaliagao de voo tutorado utilizado nos ensaios;
B, sensor e im&; C, C. includens colado na haste fixadora; D, suporte do eixo movel.
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Fig. 2. A e B, visdo do ovo, lagarta e adulto de C. includens e A. gemmatalis,

respectivamente (ambos se alimentaram com o corante vermelho a 400 ppm).
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CAPITULO 3 — Voo tutorado e dispersdo de adultos de Anticarsia gemmatalis
(Lepidoptera: Erebidae)

ABSTRACT

The use of Bt soybean to suppress the complex of defoliating caterpillars will
likely increase the genetic frequency of resistance in field populations. Thus, the
strategy of using structured refuge areas is critical. Therefore, the objectives of this
study were a) to evaluate the effect of age, sex, and copulation on tethered flight, and
implications in reproduction and resistance management and b) to determine the
dispersion capacity and the main factors influencing the flight of A. gemmatalis adults
in soybean field. In the laboratory, tethered flight of 2-, 4-, and 6-day old mated and
unmated females and males, were evaluated using flight mills. Reproduction after
flight was also studied. We evaluated the dispersion through the release and capture
of marked A. gemmatalis adults. Light traps distributed in north, south, east and west
directions were used to capture the insects. Traps were spaced 150 m apart and up
to 900 m from the release site. The results on bioecological aspects of A. gemmatalis
reproduction and dispersal support the structured refuge strategy for Bt soybean to
further minimize the increase of resistant populations in the field. Based on the
maximum flight distance achieved by adults and as over 10% of the individuals can
fly between 800 m and 900 m, it is proposed that refuge areas for Bt soybeans
should be 800 m apart to allow mating of susceptible and resistant insects from areas

cultivated with genetically modified soybeans that produce insecticidal proteins.

Key words: flight mill; marking; velvetbean caterpillar; movement; refuge strategy.
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RESUMO

O emprego da soja Bt na supressao do complexo de lagartas desfolhadoras
devera provavelmente aumentar a frequéncia de alelos de resisténcia nas
populacdes de campo. Assim, a estratégia de uso das areas de refugio estruturado é
fundamental. Logo, os objetivos deste estudo foram a) avaliar os efeitos da idade, do
sexo e da coOpula no voo tutorado, e implicagdes na reproducdo e no manejo de
resisténcia e b) determinar a capacidade de dispersédo e os principais fatores que
influenciam o voo dos adultos de A. gemmatalis em campo de soja. Em laboratério,
avaliou-se o voo tutorado de fémeas e machos, copulados ou nédo com 2, 4 e 6 dias
de idade com “flight mills". A reproducéo ap6s o voo também foi estudada. Avaliou-
se a dispersao por meio da liberacéo e captura dos adultos de A. gemmatalis. Foram
utilizadas armadilhas luminosas na captura dos insetos, distribuidas nos sentidos
norte, sul, leste e oeste. As armadilhas foram espacadas a 150 m entre si até a
distancia maxima de 900 m do local de liberagéo. Os resultados sobre os aspectos
bioecolégicos da reproducao e disperséo de A. gemmatalis reforcam a estratégia de
refugio estruturado para a soja Bt para minimizar o aumento de populag¢des
resistentes no campo. Baseado na distancia maxima de voo alcangada pelos adultos
bem como o fato de que mais de 10% dos individuos podem voar entre 800 m e 900
m, propde-se que as areas de refugio em soja Bt sejam espacadas a até 800 m de
distancia para permitir acasalamento de insetos suscetiveis e resistentes
provenientes de areas cultivadas com soja geneticamente modificada que produzem

proteinas inseticidas.
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A soja geneticamente modificada que expressa proteinas com acéo inseticida
ao complexo de lagartas desfolhadoras foi liberada recentemente para a
comercializagcdo no Brasil pela Comissdo Técnica Nacional em Biosseguranca
(CTNBio 2010). Entretanto, o emprego deste tipo de tecnologia pode provocar o
aumento da frequéncia de individuos resistentes nas populagdes. Esse fenbmeno é
causado pela pressao de selegdo imposta as populagdes dos insetos-alvo, uma vez
gue a maioria das areas cultivadas é muito extensa (Gould 1998).

Uma das ferramentas mais utilizadas para minimizar os impactos negativos
das plantas geneticamente modificadas que expressam proteinas da bactéria
Bacillus thuringiensis Berliner (plantas Bf) é o uso de areas de refugio, que
possibilitam o fluxo entre insetos de areas transgénicas com insetos de areas sob
cultivo convencional. Essa tatica diminui a probabilidade de um inseto resistente
transmitir o gene ou alelo de resisténcia para sua descendéncia. No entanto, para
determinar a distancia entre essas areas é necessario entender o comportamento de
voo dos insetos, bem como avaliar sua dispersdo (Gould 1998). Para estudar o voo
dos insetos no campo faz-se necessario marca-los para que possam ser
monitorados. Para tanto, algumas técnicas de marcacéo, liberagdo e captura sao
amplamente utilizadas (Hagler & Jackson 2001).

Recentemente foram realizados estudos para compreender os fluxos
migratorios de Anticarsia gemmatalis (Hubner) (Lepidoptera: Erebidae) entre o Brasil
e diversas regides nas Américas, e constatou-se que ha similaridade genética entre
as populacdes locais e as dos Estados Unidos da América (EUA). Entretanto, a
populacdo do Brasil estd geneticamente distante da populacdo da Argentina,
indicando que ha isolamento geografico entre essas regides (Sosa-Gdémez 2004). No
entanto, ndo existem informacgdes relevantes sobre a dispersao de A. gemmatalis em
agroecosistemas tropicais.

Os poucos estudos existentes no mundo sobre a movimentacao de adultos de
A. gemmatalis concentram-se no comportamento migratério, principalmente em
regides de clima temperado. Como sdo pouco tolerantes a baixa temperatura,
populacdes destas pragas nos EUA sao capazes de voar dezenas de quildmetros

em busca de alimento e de temperaturas mais favoraveis (Buschman et al. 1977).
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Portanto, para elucidar questbes referentes a dispersdo de A. gemmatalis em
agroecosistemas tropicais, o objetivo deste estudo foi a) avaliar os efeitos da idade,
do sexo e da copula no voo tutorado, e o reflexo desses cenarios na reproducéo e
no manejo de resisténcia e b) determinar a capacidade de disperséo e os principais
fatores que influenciam o voo dos adultos de A. gemmatalis em campo, de modo a

contribuir para o planejamento de areas de refugio.
MATERIAIS E METODOS
Marcacéo de A. gemmatalis visando a liberacédo em campo

O estabelecimento e condugdo das coldnias foram realizados conforme
Hoffmann-Campo et al. (1985). Na marcagéo dos insetos para os ensaios de
liberacdo em campo, foi utilizada solugdo contendo o corante lipossoluvel vermelho
(Sudan Red 7B - C.1.26050) (Sigma-Aldrich Co., S. Louis, MO, USA) misturada ao
alimento oferecido as lagartas (Hendricks et al. 1971; Hunt et al. 2000). Inicialmente
foram diluidos 5 g do corante em pbé em 50 mL de 6leo de soja, depois retirou-se
uma aliquota de 4 mL desta solug¢ao contendo 0,4 g de corante, que foi incorporada
a 1 litro de dieta para obter 400 ppm (Capitulo 2). A mistura foi homogeneizada
durante um minuto em liquidificador industrial e vertida em bandejas plasticas para
resfriar em temperatura ambiente por duas horas. Posteriormente, a dieta foi
oferecida aos insetos para alimentacdo. Esse corante-concentragédo foi o mais
adequado na marcagao de A. gemmatalis, conforme observou-se no Capitulo 2.

Lagartas de segundo instar, mantidas inicialmente em dieta sem corante,
foram separadas em grupos de quatro insetos cada e transferidas para copos
plasticos de 100 mL com 7 cm de didmetro por 5 cm de altura, contendo cerca de 4
cm?® de dieta artificial com o corante. Os insetos foram mantidos em condices
controladas (26 £ 2°C; 60 + 15% UR; fotoperiodo de 12.12 h L.E).

As larvas ingeriram o corante misturado ao alimento, que aos poucos, foi
depositado em seu tecido adiposo. Os individuos marcados mantiveram o corante

até a fase adulta, e apresentaram cor vermelha nitida no abdome.
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Influéncia do sexo, da copula e das idades de A. gemmatalis no voo tutorado e no

desempenho reprodutivo

Na avaliagdo do voo tutorado de A. gemmatalis foram utilizados 504 adultos
para testar 12 condi¢gbes distintas; fémeas e machos, copulados ou n&o (grupos)
com 2, 4 e 6 dias apdés a emergéncia. Avaliou-se a velocidade média (km/h), a
distancia percorrida (km) e a duracéo do voo (h) para cada situagéo testada. A partir
dessas informacgdes foi possivel calcular o tempo imével, e realizar a avaliagdo da
perda de peso, que consiste no peso de pupas menos o peso do adulto apds o voo.
Apds o voo tutorado, ainda fez-se a medigdo das asas de 70% dos adultos para
estimar a relagdo asa-peso (tamanho da asa em cm? dividido pelo peso da pupa em
gramas) (Angelo & Slansky 1984). As asas foram escaneadas, e as imagens
processadas no software QUANT v.1.0.0.22 para a medi¢ao da area alar.

Para obter os individuos copulados antes do voo, dois machos e uma fémea e
duas fémeas e um macho foram acondicionados em gaiolas PVC com 15 cm de
diametro por 21 cm de altura, a fim de garantir a cépula. Para confirmar a cépula fez-
se manualmente o toque externo da parte mediana do abdémen das fémeas para
identificar se havia ou n&o a presencga do espermat6foro na bolsa copulatéria. Esse
meétodo foi desenvolvido para esse trabalho.

Foram utilizados aparelhos de avaliagdo de voo tutoraro (AAVT ou “flight
mills”) adaptados a partir das metodologias propostas por Wales et al. (1985),
Barfield et al. (1988) e Naranjo (1990), e descritos detalhadamente no Capitulo 2. Os
16 aparelhos foram instalados em ambiente controlado (2712 °C; 70+10% UR;
fotoperiodo de 14.10 h L.E) (Hoffmann-Campo et al. 1985).

Inicialmente, as mariposas foram imobilizadas com um sugador similar ao
utilizado por Morris (1965), a fim de viabilizar a fixagcdo no aparelho. Depois de
imobiliza-las, as escamas do mesonoto foram delicadamente retiradas com uma
haste flexivel com algodao nas extremidades. O tempo de permanéncia no sugador,
que compreende o manuseio e a fixagédo, foi padronizado em 90 segundos. O
mesonoto das mariposas foi colado a haste utilizando a combinagédo de super-cola a
base de cianocrilato (Super-Bonder®, Henkel) (Liu et al. 2011) com termo-cola a

base de silicone e resinas plasticas (TiIibra®). Todos os insetos foram colados no
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aparelho entre uma a trés horas antes do inicio das avaliagdes, para que o stress
causado no manuseio ndo interferisse no voo (Schumacher et al. 1997).

Como a reprodugdo, o voo, O acasalamento e a oviposicdo ocorrem
predominantemente a noite, os ensaios de avaliacdo de voo tutorado foram
realizados durante a escotofase (Greene et al. 1973). As avaliacbes comegaram as
19:00 horas e foram finalizadas as 7:00 da manha, uma hora antes e uma depois da
fase de escuro, que foi das 20:00 até 6:00 horas.

Apds o voo, os machos virgens e copulados, e as fémeas virgens foram
retirados dos aparelhos de voo e colocados em gaiolas de PVC com 15 cm de
diametro por 21 cm de altura, recobertas com papel sulfite e lacradas com tela anti-
afidica. Dentro das gaiolas ja haviam dois individuos do sexo oposto com até dois
dias ap6s a emergéncia, para permitir o acasalamento e a avaliagdo da reproducao
apos voo. Avaliou-se o numero de cépulas pré e poés voo por meio da dessecagéo
do abdome das fémeas e contagem do numero de espermatédforos, e o numero de
lagartas provenientes dos ovos depositados pelas fémeas antes e apés o voo
(sucesso reprodutivo). A longevidade dos adultos também foi avaliada. As fémeas
copuladas antes do voo foram depositadas em gaiolas de PVC com 10 cm de
didametro e 21 cm de altura sem que houvesse outros individuos, pois néo foi
possivel estimar o numero de copulas com exatiddo. Cerca de 30% dos insetos
testados inicialmente foram utilizados para as avaliagbes de desempenho
reprodutivo. Os demais individuos foram mortos ap6s a avaliagdo do voo, e a perda
de peso que consiste no peso das pupas menos o peso dos adultos apdés o voo

(expresso em %) foi estimada.

Dispersédo de A. gemmatalis na cultura da soja

Os estudos para avaliar a capacidade de dispersdo de A. gemmatalis foram
conduzidos em area comercial de soja em sistema de consoércio com cana-de-agucar
durante a safra de 2011/2012. Neste sistema, a cada vinte linhas de soja com
espacamento a 0,5 m entre linhas havia duas linhas de cana espacadas a 1,2 m. A

area tinha aproximadamente 450 ha e estava localizada a oito quildmetros e meio a
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oeste de Jaboticabal, SP (S 21° 17' 24,47" e W 48° 12' 38,95"). A cultivar utilizada foi
a BRS 284, semeada em 25/11/2011.

Como ponto de liberagdo dos insetos, utilizou-se um abrigo com estrutura de
metal revestido lateralmente com tela antiafidica (2 m x 2 m x 2,15 m). A metade do
revestimento externo em tela era dobravel, para permitir a saida dos insetos apos a
liberacdo. Internamente havia uma prote¢cao em tela com orificios com 3 cm x 3 cm
para evitar a entrada de passaros. O abrigo foi dividido em quatro células para que
nao houvesse contato entre machos e fémeas antes da liberagao (Fig. 1A, B). Para
acomodar os insetos no interior das quatro células do abrigo, foram utilizadas quatro
caixas de madeira (40 cm x 25 cm x 12 cm), com cobertura em compensado (Fig.
1C). Ap6s a observacao da emergéncia dos primeiros adultos no laboratério, todas
as pupas foram levadas ao campo e distribuidas uniformemente dentro da caixa de
madeira.

As caixas de madeira foram sustentadas a 80 cm de altura por duas estacas
pinceladas com graxa para evitar o ataque de formigas. Ao redor das caixas foram
fixados quatro recipientes plasticos de 100 mL contendo algoddo embebido em mel
a 10% para alimentagcédo dos adultos antes do voo. Abaixo de cada caixa, colou-se
um balde com quatro litros de agua para aumentar a umidade dentro da célula do
abrigo (Fig. 1C).

Na captura dos adultos apds a liberagéo, foi utilizada armadilha luminosa do
tipo “Luiz de Queiroz” equipada com lampada fluorescente de luz negra de 15W (T8
Sylvania®). As lampadas foram ligadas a baterias estacionarias de 40 A, que foram
recarregadas a cada dois dias. As armadilhas foram distribuidas no campo em torno
do ponto de liberagdo, nos sentidos norte, sul, leste e oeste, e espagcadas a 150 m
entre si, até a distancia maxima de 900 m. Foram utilizadas seis armadilhas em cada
sentido e a area circular do ensaio foi de 254,47 ha (Fig. 2). Este modelo de
avaliacao foi sugerido por Hunt et al. (2000) para analisar a distancia e a direcdo da
dispersao de insetos marcados.

Todas as armadilhas foram georreferénciadas com o auxilio de um GPS
modelo Etrex Vista (Garmin). Posteriormente, as distancias e dire¢ées de voo foram

confirmadas através do software Geoffice GPS (Solsoft).
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Os insetos foram mantidos no local da liberagcéo por 48 h. Apss este periodo,
as pupas cujos adultos ndo emergiram e adultos defeituosos foram removidos e
contabilizados. Conforme Simmons & Marti Jr. (1992), os insetos capturados foram
coletados diariamente até o 15°. dia ap6s a liberagdo. Apds a coleta diaria, foram
levados para o Laboratério de Ecologia Aplicada, FCAV/UNESP para contabilizar os
adultos capturados. Para confirmar a marcacéo, fez-se a remogéo das escamas de
uma pequena area do abdémen ou térax dos insetos, e, quando necessario, foi feita
a dissecacgdo para confirmar a presenca do corante nos tecidos das mariposas. Ao
todo, foram realizadas cinco liberagdes com cerca de 3000 insetos cada, sendo

quatro na safra de verdao e uma na segunda safra de inverno.

Comparacéao de voo tutorado entre A. gemmatalis e C. includens

Ainda realizou-se um estudo de comparacao de voo tutorado entre machos e
fémeas de A. gemmatalis e C. includens com dois dias apés a emergéncia. As
variaveis de voo avaliadas foram as mesmas do experimento em que verificou-se o

efeito da idade, copula e sexo no voo tutorado de A. gemmatalis.

Analise estatistica

Voo tutorado

Para as variaveis avaliadas no voo tutorado de A. gemmatalis, adotou-se o
delineamento de blocos ao acaso em esquema fatorial 3x2x2, com trés idades, dois
sexos e copulados ou nao, com 42 repeticbes. No ensaio que compara o vOO
tutorado de A. gemmatalis e C. includens, estabeleceram-se dois fatores: sexo
(macho e fémea) e espécies. Adotou-se o delineamento em blocos ao acaso em
esquema fatorial (2x2) com 19 repeticbes. O procedimento SLICE (SAS Institute
2004) foi utilizado nas anadlises de efeitos simples para decompor as interagdes
significativas, seguido do teste de Tukey para separagcdo das médias (Nogueira &
Corrente 2000).
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Em ambos os ensaios, os dados foram transformados quando as variaveis
nao apresentaram normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram
transformados utilizando /x para as variaveis: velocidade média, distancia e duragdo

de voo, copulas pré e pds voo, numero de lagartas e longevidade de adultos.
Influéncia do vento na dispersédo em campo

Os dados coletados na estagdo meteorolégica da FCAV-UNESP foram
utilizados para avaliar a influéncia da direcdo do vento na dispersdo. Como A.
gemmatalis possui habito de voo noturno (Greene et al. 1973), foram utilizadas as
informacgdes coletadas entre 18:30 as 6:30.

Os insetos marcados capturados e aqueles provenientes do campo foram
separados em grupos com trés direcbes de voo distintas, para que fosse possivel
verificar a influéncia da diregdo do vento na disperséo; os grupos foram constituidos
pelos insetos que voaram a favor do vento, os que voaram contra o vento e aqueles
que foram indiferentes ao vento (Silva 2007).

Todas as coletas de campo foram utilizadas para analisar a influéncia da
diregcdo do vento na captura e distancia de voo dos adultos, e cada dia de coleta
comp6s uma repeticdo. O numero de insetos capturados e a distancia de voo foram
transformados utilizando vx. Fez-se a analise de variancia seguida do teste de

Tukey para separacao das médias (SAS Institute 2004).
Ajuste do modelo matematico

Realizou-se a anélise de regressao pelo método Quasi-Newton, com o intuito

de comparar o ajuste de modelos a movimentagcado de adultos de A. gemmatalis.
Utilizaram-se os modelos y = e3tP/x y = gatblog(®) y = oatbVx (Avila et al. 2013),
ey=a?/(1+ 2a’bx)?®, y = a/(1 + 2a%%°bx)'® adaptados de Qureshi et al. (2005,
2006). Em todos os casos, a e b sao constantes estimadas pelo modelo.

Foram avaliadas medidas de dispersao como o desvio padrdao médio (DP), o
quadrado médio do residuo (QMR) e o desvio médio absoluto (DMA). O R? foi
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calculado para verificar quanto da variancia dos dados coletados foi explorada pelo
modelo.

Medidas de dispersao calculadas:

n —5.)2
- Desvio padrdo médio: DP = \/@

- Desvio médio absoluto: DMA = 2=ttt

n —5.)2
- Quadrado Médio do Residuo: QMR = Z—t=1(ynt yt)

Os valores de y, séo aqueles observados no tempo t, §, € o valor estimado

pelo modelo e n € o numero de observacgoes.
RESULTADOS
Voo tutorado de A. gemmatalis

A idade, o sexo e o status de cdpula no voo tutorado de A. gemmatalis
resultou em interagéo significativa para sexo e grupos (copulados e ndo copulados)
para as variaveis distancia (gl = 1; F = 6,75; p < 0,01) e duragéo de voo (gl =1; F =
5,20; p < 0,05), velocidade média (gl = 1; F =19,19; p < 0,0001) e tempo imobvel (gl =
1; F = 5,26; p < 0,05). A distancia, a duragéo e a velocidade de voo das fémeas
virgens foram maiores do que das fémeas copuladas, e, consequentemente, o
tempo imovel das fémeas virgens foi menor (p < 0,05). Comparando os sexos dentro
do status de acasalamento, observou-se que a distancia e a velocidade de voo das
fémeas virgens foram maiores do que dos machos virgens (p < 0,05). Ndo houve
diferenca entre machos copulados e virgens, nem entre fémeas e machos copulados
para nenhuma variavel avaliada (p > 0,05) (Tabela 1).

Houve interacdo significativa entre sexos e status de acasalamento para a
distancia (gl = 2; F =4,21; p < 0,05) e a duracao de voo (gl = 2; F = 3,51; p < 0,05).
Os adultos virgens com seis dias voaram mais (distdncia maior, € mais tempo) do
que os acasalados (p < 0,05). Nao houve diferengas na distancia e duragéo de voo

entre adultos virgens e copulados com 2 e 4 dias. A idade n&do causou alteragbes na
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distancia e duragao de voo para os individuos copulados e virgens (p > 0,05) (Tabela
1).

Apds o voo dos insetos, observou-se que a relagdo asa-peso dos individuos
com seis dias (20,82) ap6s a emergéncia foi menor do que naqueles com quatro

(21,05) e dois dias (21,26), e isso esta relacionado ao desgaste natural das asas.

Perda de peso

A perda de peso variou nas condi¢bes avaliadas, havendo interagéo tripla
significativa entre idade, sexo e status de acasalamento (gl = 2; F = 5,94; p < 0,01).
Para decompor a interacdo observada, avaliou-se primeiramente o fator cépula
dentro dos niveis dos demais fatores, e, com base no teste de Tukey, pode-se
afirmar que as fémeas nao copuladas com dois dias perderam menos peso que as
fémeas copuladas. Aos seis dias de vida ocorreu o inverso para machos e fémeas,
uma vez que tanto machos como fémeas copuladas perderam mais peso do que os
individuos virgens (p < 0,001) (Fig. 3a). Quanto mais tardio o acasalamento, maior
foi a perda de peso, uma vez que individuos com 6 dias de idade foram mais
afetados do que os individuos com dois dias (p < 0,01) (Fig. 3a).

Ainda para a variavel perda de peso, avaliando os sexos dentro dos niveis
dos demais fatores, observou-se que, de modo geral, os machos com 2, 4 e 6 dias
apds a emergéncia, tanto copulados quanto virgens, perderam mais peso do que as
fémeas em quase todas as condi¢des testadas (p < 0,001); exceto em adultos

copulados com 6 dias (p > 0,05) (Fig. 3b, c).

Reproducao antes e apos o voo tutorado, e longevidade total dos adultos

No desdobramento da interacdo significativa entre idades e status de
acasalamento para lagartas obtidas a partir de posturas de adultos apdés o voo
(sucesso reprodutivo) (gl = 2; F = 5,82; p < 0,01), observou-se que 0 sucesso
reprodutivo ndo muda independente da idade das fémeas copuladas, (p > 0,05). Ja
para as fémeas nao copuladas, o sucesso reprodutivo € menor com o aumento da

idade, uma vez que o numero de lagartas com 6 dias foi menor do que com 2 e 4
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dias (p < 0,05). Nao houve interferéncia das idades e do status de acasalamento nas
copulas pds-voo dos machos (p > 0,05) (Tabela 1).

Houve diferenca significativa nos parametros reprodutivos de A. gemmatalis
quanto a idade dos adultos para as variaveis copulas pré-voo em machos (gl = 2; F =
11,05; p < 0,0005), e numero de lagartas pré-voo (gl = 2; F = 17,89; p < 0,0001).
Observou-se que os machos com 6 dias copularam mais vezes do que com 2 e 4
dias, indicando que, quanto mais velho o individuo, maior € o numero de copulas (p
< 0,05). Ja as fémeas tendem a ser monogamicas, uma vez que 0 numero de
copulas nédo varia independente da idade (p > 0,05), além de ser mais proximo de 1.
Entretanto, o numero de lagartas provenientes dos ovos depositados antes do voo
das fémeas copuladas aumenta conforme a idade, sendo que com 4 e 6 dias o
sucesso reprodutivo € maior do que com 2 dias (p < 0,05) (Tabela 2).

O numero de copulas pos-voo das fémeas virgens ndo foi afetado pelas
idades (p > 0,05) (Tabela 2). Nao houve diferenca significativa na longevidade,
independente do sexo, status de acasalamento e idade, e as médias variaram entre
9,8 dias até 17,1 dias (p > 0,05).

Liberagao e captura

A liberagdo em que houve éxito na captura ocorreu entre os dias 25/12/2011 e
09/01/2012, quando a soja estava no estadio R1/R2, e a folha bandeira dos colmos
de cana com cerca de 1,9 m. Cerca de 60% dos machos e 65% das fémeas
marcadas com o corante vermelho a 400 ppm deixaram o ponto de liberacéo,
perfazendo 931 e 695 adultos liberados, respectivamente. Ao todo, 1626 adultos
marcados sairam do ponto de liberagdo, dentre os quais 28 ou 1,72% foram
capturados.

Constatou-se que 50% dos individuos marcados capturados foram coletados
até 300 m. Entretanto, apesar da maior parte dos individuos terem permanecido nas
areas mais proximas ao ponto de liberagdo, observou-se que cerca de 15% dos

individuos capturados voaram mais que 750 metros (Fig. 4a).
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Importancia do vento na disperséo

Quanto a influéncia da diregdo do vento na disperséo dos adultos marcados
de A. gemmatalis, nao houve diferenga significativa no numero médio de individuos
marcados capturados e na distdncia média de deslocamento para aqueles que
voaram a favor, contra e indiferentes a diregcdo predominante do vento (p > 0,05). O
numero médio de individuos capturados e a distancia de voo daqueles que voaram a
favor contra e indiferentes ao vento foi 0,11, 0,08 e 0,10 adultos que voram 450,1,

240,0 e 510,0 metros, respectivamente.
Ajuste de modelos para o voo tutorado e para a dispersédo em campo

Todos os cinco modelos testados evidenciaram a relagdo de dependéncia
entre as variaveis distancia de voo e numero de individuos (p < 0,05) (Tabela 3),
demonstrando que ha uma maior diluigdo dos adultos no campo em distancias
maiores, além disso, a maior parte dos individuos tendem a voar distancias menores
baseados na dispersdo em campo e voo tutorado em laboratério; assim, quanto
maior a distancia de voo, menor € o numero de individuos tanto em condi¢cdes de
laboratorio como de campo.

Com base no desvio padrdo, quadrado médio do residuo e desvio médio
absoluto, e considerando a variancia explorada expressa pelo valor do R?, tanto em

condigdes de campo como de laboratorio, pdde-se observar que os modelos

y = a/(1 + 2a%85px)18, y = eathVx g y = eatblog® ge destacaram dos demais,
apresentando os melhores ajustes (Tabela 3) (Draper & Smith 1981).

O modelo y = e2*P 108 () foj 0 que apresentou o melhor ajuste matematico em
todos os parametros avaliados quando comparado aos demais. Entretanto, baseado
nos dados coletados em laboratorio, observou-se que o modelo superestimou a
capacidade de voo do inseto em relagdo aos dados observados. Dos 488 individuos
testados em laboratério, apenas um voou 66 km, e 99,8% dos individuos voaram
menos de 55 km. Esse modelo estimou que 27 individuos poderiam voar entre 55 e
66 km, frente aos dois individuos que voaram entre essas distancias no ensaio de

laboratério. Nos dados coletados em campo, observou-se que apenas um individuo
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foi capturado a 900 m, ja o modelo estimou que seriam 2,4 individuos. Isso denota
que, apesar do ajuste matematico, o0 modelo y = e?*P1°8(®) nzo explica o fato
biolégico observado em campo e em laboratério, superestimando a capacidade
maxima de voo.

Nos dados observados, 95% dos individuos em laboratério voaram até 39 km,
e em campo 96% dos individuos foram capturados até 750 m do ponto de liberacéo.
O modelo y = a/(1 + 2a%%bx)1® estimou que 95% dos individuos voariam até 38

km em laboratério, e em campo 92,8% dos individuos voariam até 750 m. Ja no

modelo y = ea+b‘/§, 95% dos individuos em laboratoério voariam até 26 km, e 92,5%
voariam até 750 m em campo. Com isso, considerando a capacidade de voo de A.
gemmatalis em laboratério e em campo, em termos biolégicos, o modelo que mais
se aproximou dos dados observados e que melhor explica a relagdo entre a
distancia de voo e o numero de adultos de A. gemmatalis foiy = a/(1 + 2a%8°bx)18.

As equacbes com os parametros a e b estimados na analise de regressao
para o modelo y = a/(1 + 2a%8bx)18, os valores da variancia captada pelo modelo

(R?), e 0 ajuste das curvas de regresséao estao representados na Figura 4.
Comparacéo de voo tutorado entre A. gemmatalis e C. includens

Houve diferenca significativa entre as espécies para as variaveis relagao asa-
peso (gl = 1; F = 1184,56; p < 0,0001), tempo imével (gl = 1; F = 8,11; p < 0,01),
distancia (gl = 1; F = 11,50; p < 0,005) e duracéo de voo (gl = 2; F =7,81; p <0,01).
A relagdo asa-peso e o tempo imével de A. gemmatalis foram superiores a C.
includens. No entanto, a distancia e a duragao de voo de C. includens foram maiores
do que A. gemmatalis (p < 0,05) (Tabela 4).

Na decomposi¢ao dos graus de liberdade da interagdo entre sexo e espécie,
observou-se que as fémeas de C. includens perderam mais peso do que as de A.
gemmatalis (p < 0,05), ja a perda de peso dos machos de ambas as espécies foi
semelhante (p > 0,05). Comparando o sexo dentro de cada espécie, percebeu-se
que os machos de A. gemmatalis perderam mais peso do que as fémeas (p < 0,05),
ja em C. includens a perda de peso entre machos e fémeas nao foi diferente (p >

0,05). A velocidade média de voo dos machos de C. includens foi maior do que de A.
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gemmatalis, e maior do que a velocidade de voo das fémeas de C. includens (p >
0,05) (Tabela 4).

DISCUSSAO

No ensaio de voo tutorado, observou-se que as fémeas virgens percorreram
distancias 27% maiores do que as fémeas copuladas e machos virgens, e que
individuos virgens com 6 dias apds a emergéncia voaram mais que os copulados; e
isso, provavelmente, esta relacionado a estratégia reprodutiva da espécie. Sabe-se
que o acasalamento de A. gemmatalis ocorre predominantemente entre o segundo e
o sétimo dia ap6s a emergéncia dos adultos (Greene et al. 1973; Wales et al. 1985).
Portanto, acredita-se que os individuos virgens ja estavam proximos a senescéncia,
0 que pode prejudicar o acasalamento e a reproducdo; entdo, possivelmente, as
fémeas virgens voaram mais em busca de parceiros para cépula.

Em fémeas copuladas, o numero de lagartas pré-voo varia em fungdo da
idade, mas o numero de lagartas pds voo nao. Isso indica que, provavelmente, o voo
interferiu negativamente no sucesso reprodutivo apds o voo. Segundo Milano et al.
(2011), fémeas de A. gemmatalis podem absorver os o6citos para suprir eventuais
necessidades metabdlicas, e isso deve ter contribuido para que a quantidade de
lagartas provenientes dos ovos depositados apdés o voo fosse a mesma
independente da idade, ou seja, o voo prejudicou a oviposicdo das fémeas mais
jovens. Ja os machos n&o sao afetados pela idade, e, aparentemente, o fato de
terem voado n&o interferiu no numero de cépulas apds o voo, que foi igual ao dos
machos virgens. Outro fator interessante € que quanto mais velhos, maior é o
numero de cépulas dos machos previamente copulados, mesmo assim isso nao
impediu que 23% desses individuos com seis dias voassem e copulassem
novamente apds o voo.

Ja para as fémeas virgens que copularam apés o voo, 0 numero de lagartas
tende a diminuir com o aumento da idade, e isso, aparentemente, ndo esta
relacionado ao numero de coépulas apds o voo, que nao foram alteradas com a
idade. Os efeitos da idade de acasalamento na fecundidade s&o intrinsecos de cada

espécie, mas em sua grande maioria quanto mais velha for a fémea no momento do
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acasalamento menor sera a capacidade de oviposi¢cdo (Pinto et al. 2005). Esse
fendbmeno provavelmente esta relacionado a estratégia de alocagédo de recursos de
A. gemmatalis durante a fase imatura, que primeiramente foram direcionados para o
voo e acasalamento e depois para a reproducgéo (Milano et al. 2011; Molleman et al.
2011).

Os lepiddpteros perdem cerca de 20 a 80% do seu peso no periodo entre a
pupacéo até a emergéncia dos adultos, e essa reducéao relaciona-se diretamente a
perda de agua. Quando os insetos se reproduzem essa perda torna-se ainda maior
(Molleman et al. 2011). A. gemmatalis possui algumas caracteristicas muito
peculiares quanto a alocagao de recursos para a reproducao, e segundo Milano et
al. (2010), os recursos energéticos adquiridos durante a fase imatura ndo sao
utilizados na maturacéo dos tecidos reprodutivos, mas s&o alocados para garantir o
VOO e a coOpula. Ja a maturagdo reprodutiva dos adultos depende dos carboidratos
adquiridos nessa fase. No presente estudo observou-se que machos perdem mais
peso dos que as fémeas, e isso € uma caracteristica comum em Lepidoptera.
Entretanto, as razbes pelas quais esse fendmeno acontece ainda nao foram
totalmente elucidadas (Molleman et al. 2011). Os machos e fémeas acasalados
perderam mais peso do que machos e fémeas virgens; e em adultos acasalados,
quanto mais velho é o individuo maior é a perda de peso. Isso confirma que ha um
aumento na alocacg&o de agua e outros recursos para a reprodugéo com o aumento
da idade (Molleman et al. 2011), e, também, ajuda a explicar a distancia de voo das
fémeas virgens com seis dias apds a emergéncia, pois estas direcionaram seus
recursos para o voo, diferente das fémeas copuladas que investiram seus recursos
na reproducao antes do voo, deixando-o em segundo plano.

A maior parte dos individuos marcados capturados permaneceram nas areas
mais proximas ao ponto de liberagdo, no entanto, observou-se que cerca de 15%
dos individuos voaram pelo menos 750 m. Essa tendéncia de reduc¢do na captura
com o aumento da distancia € comum em estudos de dispersédo de lepidopteros, e
pode estar relacionada a dispersao dos individuos no campo e a capacidade de voo
dos insetos. No Brasil, a mesma tendéncia foi observada em estudos de dispersao
em campo com Diatraea saccharalis (Fabricius) (Lepidoptera: Crambidae) e

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), e em termos
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percentuais, a captura acima de 750 m também foi similar (Caixeta 2010; Vilarinho et
al. 2011).

Sabe-se que o vento exerce papel fundamental no deslocamento de
lepidopteros em campo. Showers et al. (1989) propuseram que o movimento de
correntes de ar foi fator chave na dispersdo de adultos de Agrotis ipisilon (Hufnagel)
(Lepidoptera: Noctuidae), levando alguns individuos a percorrerem varios
quildbmetros nas planicies do estado do Texas, nos Estados Unidos. A direcdo do
vento também influenciou no deslocamento de Ostrinia nubilalis (Hubner)
(Lepidoptera: Crambidae), de modo que alguns individuos que se dispersaram a
favor do vento apresentaram velocidade média de voo superior a velocidade do
vento em alguns casos (Showers et al. 2001). No entanto, os resultados obtidos em
campo com A. gemmatalis indicaram que a diregdo do vento ndo interferiu de forma
decisiva na distancia de voo e no sentido cardinal da captura dos individuos
liberados. Tais resultados podem ser atribuidos ao baixo numero de individuos
capturados, uma vez que apenas 28 adultos foram recuperados.

Quanto maior for R?, e menor os valores do DP, QMR e de DMA, melhor é o
ajuste matematico do modelo (Draper & Smith 1981). Entretanto, deve-se considerar
se 0os modelos conseguem explicar o fato bioldgico. E, considerando a capacidade
de voo de A. gemmatalis em laboratério e em campo, o modelo y=a/(1+
2a%bx)1® foi 0o que mais se aproximou dos dados observados, explicando a
relagdo entre distdncia de voo e captura. E, segundo o que foi calculado pelo
modelo para os dados de campo, é possivel que mais de 15% dos individuos
alcancem distancias entre 800 e 900 m de voo em condi¢des de campo. Esta
capacidade de voo pode ser ainda maior em futuros ensaios de dispersado de A.
gemmatalis em areas nao consorciadas com cana-de-agucar, uma vez que as
linhas de cana podem ter influenciado negativamente na capacidade de
disperséo dos adultos, funcionando como barreiras fisicas.

A soja Bt aprovada no Brasil permite a produgédo da proteina inseticida em
alta dose para A. gemmatalis (Bernardi et al. 2012). Entdo, mesmo que alguma
fémea venha a sobreviver, é provavel que ndo haverdo muitos parceiros disponiveis
para a copula nas areas cultivadas com essas plantas. Como fémeas virgens com

mais de 4 dias ap6s a emergéncia tendem a voar distancias maiores, € possivel que
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isso aumente a chance de ocorréncia de acasalamento entre individuos de areas
sob cultivo de plantas Bt com aqueles provenientes das areas de refugio. Assim,
haveria a diluigdo do gene de resisténcia no cruzamento entre fémeas resistentes
com machos suscetiveis (Gould 1998). O sucesso reprodutivo tende a ser baixo
nesses casos, pois somente 15% das fémeas virgens copulam depois do sexto dia
apos a emergéncia, e apenas 7,5% colocam ovos viaveis, no entanto, essa
capacidade reprodutiva ndo foi diferente entre fémeas que voaram com 2 e 4 dias
apos a emergéncia.

A reproducgao das fémeas copuladas foi prejudicada pelo voo, pois esperava-
se que fémeas com dois dias apds a emergéncia gerassem mais descendentes do
que com quatro e seis dias apds 0 voo, mas isso nao aconteceu. Essa informacao é
muito valiosa para o manejo de resisténcia de A. gemmatalis a soja Bt, pois &
possivel que, apds a colheita, as fémeas adultas resistentes a tecnologia tenham
que voar a procura de outros hospedeiros para ovipositar, e isso podera afetar
negativamente o numero de descentes desses individuos, uma vez que ha um custo
reprodutivo em relagédo ao voo. Outro fator interessante foi observado nos machos,
gue mesmo tendo acasalado antes do voo, foram capazes de copular tantas fémeas
quanto os machos virgens, o que podera facilitar ainda mais a coépula entre
individuos resistentes e suscetiveis em condi¢bes de campo, mesmo que os machos
provenientes das areas de refugio ja tenham copulado.

Em condi¢des de laborat6rio, mesmo com um corpo mais pesado, e area alar
bem menor, C. includens foi capaz de voar praticamente o dobro da distancia de A.
gemmatalis com dois dias apds a emergéncia, e isso se refletiu em uma maior perda
de peso em C. includens comparada a A. gemmatalis. Sabe-se que o voo-tutorado
em laboratério ndo pode ser comparado com o voo real do inseto, entretanto, essa
ferramenta permite obter informacdes sobre a estimativa da capacidade de voo
relativa em cenarios distintos (Gatehouse & Woodrow 1987). Logo, espera-se que
em condi¢cdes de campo a capacidade de voo de C. includens seja pelo menos
similar a de A. gemmatalis, assim como ocorre em movimentos migratérios de
ambas as pragas em condi¢des de clima temperado (Buschman et al. 1977; Tingle &

Mitchell 1977), o que pode viabilizar o planejamento da distancia entre as areas de
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refugio baseadas na dispersao de A. gemmatalis, e que sirvam para C. includens até
que estudos de dispersao de adultos dessa espécie possam ser desenvolvidos.

Com isso, constatou-se que diversas caracteristicas relacionadas ao voo e a
reproducdo de A. gemmatalis observadas nesse estudo agem em beneficio da
estratégia de refugio estruturado adotada para a soja MON 87701xMON 89788, o
que pode minimizar ainda mais o aumento de individuos resistentes no campo.
Baseado na distadncia maxima de voo alcancada pelos adultos, e amparados pela
premissa de que mais de 10% dos individuos estudados podem voar mais de 800 m
(Gould 1998), propbe-se que as areas de refugio em soja Bt sejam espacgadas a até
800 m de distancia entre si, visando permitir acasalamento de insetos suscetiveis e
resistentes provenientes de areas cultivadas com soja geneticamente modificada
que produzem proteinas inseticidas. Entretanto, faz-se necessario que sejam
realizados estudos mais aprofundados sobre dispersdo de outras espécies que
também s&o alvo dessa tecnologia, especialmente aquelas que, provavelmente,
possuem menor capacidade de dispersdao como Epinotia aporema (Walsingham)
(Lepidoptera: Tortricidae). Ainda deve-se avaliar os fluxos migratérios, a similaridade
entre populagbes de diversas regides, e manter um monitoramento eficiente das
populacdes apds a entrada efetiva da tecnologia no mercado, tudo para que seja
possivel implementar um programa soélido de manejo de resisténcia de A.
gemmatalis e C. includens para soja geneticamente modificada que expressa

proteina de Bt.
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TABELA 2. EFEITO DA IDADE DOS ADULTOS DE A. gemmatalis NAS COPULAS
PRE-VOO DE MACHOS E FEMEAS, NO SUCESSO REPRODUTIVO
(LAGARTAS) ANTES DO VOO DAS FEMEAS COPULADAS, E NAS
COPULAS POS VOO DAS FEMEAS VIRGENS.

Adultos copulados antes do voo Virgens

Idade Copulas Copulas Lagartas Copulas
(dias) pré-voo (2) pré-voo (%) pré-voo (%) pds-voo (9)
2 1,2+0,10 b 1,1£0,10 a 22,5+£9,96 b 0,23+0,12 a
4 1,5+£0,18 b 1,310,13 a 232,8452,97 a 0,46+0,22 a
6 2,310,31 a 1,310,13 a 396,7+61,53 a 0,15+0,10 a
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TABELA 3. DESVIO PADRAO (DP), QUADRADO MEDIO DO RESIDUO
(QMR), DESVIO MEDIO ABSOLUTO (DMA), VARIANCIA
EXPLORADA (R?) E PROBABILIDADE DOS PARAMETROS
ESTIMADOS PARA OS CINCO MODELOS TESTADOS PELO
METODO QUASI-NEWTON.

Parametros estimados Valor de p

Modelo Ensaio DP (%) QMR DMA R? a b

Campo 1,82 2,21 1,35 0,708 0,003 0,022
y = a%/(1 + 2a’bx)%°
Laboratério 3,62 12,71 2,59 0,933 0,000 0,000

Campo 1,62 1,76 1,24 0,767 0,046 0,016
y = a/(1 + 2a"%bx)'®
Laboratorio 3,03 8,89 2,17 0,953 0,000 0,000

Campo 148 1,46 0,96 0,807 0,036 0,013

y = ea+b/x
Laboratério 7,04 48,06 5,10 0,748 0,000 0,000
Campo 1,46 1,42 1,02 0,812 0,004 0,016
y = ea+b log (%)
Laboratério 2,52 6,18 2,05 0,967 0,000 0,000
Campo 1,52 1,55 1,08 0,794 0,001 0,024
y = ea+b\/§

Laboratério 3,41 11,32 2,41 0,941 0,000 0,000
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FIGURAS

Fig. 1. A, visdo geral do abrigo utilizado como ponto de liberagao; B, abrigo aberto
apos a liberacao dos adultos; C, caixas de madeira utilizadas para acomodar as

pupas.
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Fig. 2. Esquema de distribuicdo das armadilhas luminosas e ponto de liberagdo no
ensaio de dispersao de adultos de A. gemmatalis em campo.
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* significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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CAPITULO 4 - Consideragées finais

O conhecimento da dindmica de disperséo das pragas-alvo em condi¢bes de
campo € necessario para dimensionar a distancia entre as areas de refugio visando
0 manejo de resisténcia da lagarta da soja e da falsa medideira as plantas Bt. E para
realizar estudos de dispersdo em agroecosistemas faz-se necessario separar 0s
individuos selvagens dos individuos liberados. Por isso buscou-se o0
desenvolvimento de técnicas que permitissem a marcacao de Anticarsia gemmatalis
(Hubner) (Lepidoptera: Erebidae) e Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera:
Noctuidae), sem que essas prejudicassem o desenvolvimento e 0 voo dos insetos.

No presente trabalho, o corante lipossoluvel Sudan Red 7B na concentragcéo
de 400 ppm marcou mais de 98% dos adultos e 88% dos ovos de A. gemmatalis,
sem interferir na biologia do inseto. Ja para C. includens, isso ndo foi possivel com
os corantes-concentragdes testados.

Além de viabilizar estudos de dispersdo em campo, essa técnica também
permite a exequibilidade de estudos concernentes a dindmica de oviposi¢cao desses
insetos, pois os ovos também foram marcados. Até a eclosdo das lagartas é possivel
visualizar o corante com clareza, mas depois que as neonatas comegam a se
alimentar, a presenca do corante deixa de ser visivel e torna-se vestigial. Assim,
essa técnica de marcagdo também possibilita a avaliagdo da dispersao inicial das
lagartas de A. gemmatalis logo apds a eclosdo, embora isso nao tenha sido
realizado nesse estudo.

Os aparelhos de avaliagcdo de voo tutorado adaptados para esse trabalho
também poderao ser utilizados para outros lepidépteros-praga nos mais diversos
cenarios, uma vez que a estrutura do aparelho é simples, e que todos os materiais
utilizados séo facilmente encontrados no Brasil. Outro fator facilitador € que o custo
unitario ndo excede R$ 60,00.

O corante possibilitou a marcacao de todas as estruturas internas de A.
gemmatalis, assim, em estudos futuros, sera possivel verificar se as fémeas foram
copuladas, e se a copula foi realizada com individuos do campo ou de laboratério. O

mesmo poderia ser feito com os machos, avaliando a bolsa copulatéria das fémeas
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selvagens, tendo em vista que o corante também modificou a coloracdo dos
espermatoéforos.

Antes do inicio dos ensaios em campo, foram realizados ensaios de voo
tutorado em laboratério para entender os efeitos da idade, do sexo e da cépula no
voo, e o reflexo desses cenarios na reproducédo. Observou-se que fémeas virgens
com mais de 4 dias apOs a emergéncia tendem a voar distancias maiores, portanto,
€ possivel que isso aumente a chance de ocorréncia de acasalamento entre
individuos de areas sob cultivo de plantas Bt com aqueles provenientes das areas
de refagio. Outro fator interessante foi observado nos machos, que mesmo tendo
acasalado antes do voo, foram capazes de copular o mesmo numero de fémeas que
os machos virgens. Com isso, percebe-se que as diversas caracteristicas
relacionadas ao voo e a reproducéo de A. gemmatalis observadas nesse estudo
agem em beneficio da estratégia de refugio estruturado adotada para a soja MON
87701xMON 89788, o que pode minimizar ainda mais o aumento de individuos
resistentes no campo.

Baseado na distadncia maxima de voo alcangada pelos adultos que foi de 900
m, e amparados pela premissa de que mais de 10% dos individuos estudados
podem voar mais de 800 m, propde-se que as areas de refugio em soja Bt sejam
espacadas até 800 m de distancia entre si, uma vez que, aparentemente, a distancia
de voo de A. gemmatalis seria o fator limitante para permitir o acasalamento de
insetos suscetiveis e resistentes provenientes de areas cultivadas com soja
geneticamente modificada que produzem proteinas inseticidas.

Com a aprovacgéo da China para a compra da Intacta RR2 Pro® em junho de
2013, associada ao recente surto populacional de Helicoverpa armigera (Hibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil neste mesmo ano, provavelmente havera um
incremento consideravel na area plantada com esse material nas préoximas safras.
Isso devera estimular esfor¢cos ainda maiores por parte das empresas produtoras de
sementes para que essa tecnologia ndo seja perdida em poucos anos com o
aumento da frequéncia de insetos resistentes nas areas cultivadas com a soja Bt.

Esse estudo foi um dos primeiros esforcos feitos no Brasil para tentar
entender um pouco mais a respeito da dinamica de dispersao de A. gemmatalis

visando o estabelecimento de areas de refugio para a soja Bt. Entretanto, as
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informacgdes obtidas s&o limitadas, pois nos restringimos a estudar apenas uma
populacédo de A. gemmatalis, além disso, ndo foi possivel realizar estudos com
outras pragas-alvo como C. includens, Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera:
Noctuidae), Epinotia aporema (Walsingham) (Lepidoptera: Tortricidae) e H. armigera.
Por isso, novos estudos s&o imprescindiveis para propor estratégias mais robustas

que visam o manejo de resisténcia de insetos a soja Bt.



