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ASPECTOS DA ECOLOGIA DA MOVIMENTACAO E DA REPRODUCAO COMO
BASES PARA O MANEJO DE Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae)

7

RESUMO - A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda, é uma das
principais pragas de cultivos agricolas no mundo. O manejo desse inseto consta de
técnicas que, para assegurar sua eficiéncia a longo prazo, necessitam de
conhecimentos basicos a respeito da movimentacédo e reproducao. Para plantas que
expressam proteinas inseticidas, o manejo de pragas deve incluir a adocéo de areas
de refugio préximas das plantas transgénicas para permitir fluxo génico entre insetos
suscetiveis e resistentes. A distancia maxima entre o cultivo transgénico e o refagio
leva em consideracdo o movimento e status sexual dos insetos, 0s quais nao
complemente compreendidos. O objetivo desse trabalho foi determinar métodos para
se compreender a movimentacao de adultos de S. frugiperda, bem como caracterizar
0 status sexual dos adultos e sua implicacdo na reproducdo. O fornecimento de
corantes hidrossollveis a fase larval ndo foi efetivo para marcar os espermatoforos
transferidos as fémeas, embora tenha sido eficiente para a marcacao de larvas. O
estudo da movimentacdo em campo de milho demonstrou a chegada de adultos de S.
frugiperda logo apds a emergéncia de plantas de milho e inicio da oviposicéo que deu
origem a primeira populacdo desenvolvida na &rea. Ressalta-se que os primeiros
adultos coletados na &rea incluiram um grande numero de fémeas acasaladas, mas
nenhum inseto foi capturado quando as plantas entraram em estagio reprodutivo. No
teste de voo tutorado, a capacidade de voo de S. frugiperda néo foi afetada pelo status
sexual dos adultos. Entretanto, a presenca de ferom6nio aumentou o tempo de voo
dos machos. O status sexual dos machos pode ser determinado diretamente por meio
da dissecacdo ou indiretamente pela observacdo do espermatoforo transmitido a
fémea, embora esse fator ndo interfira na fertilidade de fémeas acasaladas com
machos previamente virgens ou acasalados. Esse estudo conclui que a presenca de
feromonio liberado por fémeas desenvolvidas em area de refugio apresentam
potencial de atracdo aos machos potencialmente resistentes desenvolvidos em area
Bt. Este estudo traz conhecimentos relacionados ao movimento e reproducdo da
lagarta-do-cartucho e pode ser Util para aprimorar os programas de manejo integrado
de pragas e de resisténcia de insetos.

Palavras-chave: Disperséao, planta hospedeira, manejo integrado de pragas, manejo
de resisténcia, status sexual, voo tutorado.



ASPECTS OF THE ECOLOGY OF MOVEMENT AND REPRODUCTION AS
BASES FOR THE MANAGEMENT OF Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae)

ABSTRACT - The fall armyworm, Spodoptera frugiperda, is an important pest of
agricultural crops worldwide. The management of this insect pest consists of some
techniques whose long-term efficiency needs to be based upon basic knowledge about
movement and reproduction. For insecticidal protein-expressing plants, pest
management should include the adoption of refuge areas near to the transgenic plants
to allow gene flow between susceptible and resistant insects. The maximum distance
between the transgenic crop and its associated refuge area takes into consideration
the movement and sexual status of insects which are not fully comprehended yet. The
objective of this work was to determine methods to understand adult movement of S.
frugiperda as well as to characterize the sexual status of adults and its implication in
the reproduction. The supply of water-soluble dyes along with larval diet was not
effective to mark the spermatophores transferred to females, although it was efficient
for marking the larvae. The study of movement in a maize field showed the arrival of
adults of S. frugiperda soon after the emergence of plants and onset of oviposition that
gave rise to the firstin-maize population developed. Interestingly, the first adults caught
in the area included a large number of mated females, but no insects were captured
when the plants entered the reproductive stage. During the tethered flight tests, the
flight ability of S. frugiperda was not affected by the sexual status of adults. However,
the presence of pheromone increased the flight time of males. The sexual status of
males can be determined directly through dissection or indirectly by observing the
spermatophore transferred to the female, although this factor does not affect the fertility
of females mated with previously virgin or mated males. This study concludes that the
presence of pheromone released by females developed in a refuge area has the
potential to attract potentially resistant males developed in a Bt area. This study brings
insights related to movement and reproduction of fall armyworm and can be useful to
enhance both integrated pest management and insect resistance management
programs.

Key-words: dispersal, host plant, Integrated pest management, resistance
management, sexual status, tethered flight



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 INTRODUCAO

O controle de insetos-praga é um dos grandes desafios vivenciados pelos
produtores agricolas, sobretudo referente a insetos altamente polifagos, como a
lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Valicente, 2015). Esse inseto possui mais de 350 espécies vegetais como
hospedeiras e esta presente em quase todos os continentes (Georgen et al., 2016; He
et al., 2021; Sun et al., 2021).

O melhoramento genético de plantas é uma das principais ferramentas
utilizadas para o controle de S. frugiperda (ISAAA, 2019). A expressao de proteinas
inseticidas por plantas denominadas Bt, decorrentes da insercao de parte do material
genético da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), ocasiona a morte da fase larval de S.
frugiperda, principalmente dos instares iniciais (Bravo, Likitvivatanavong e Soberén,
2011). Porém, devido a elevada variabilidade genética dos insetos, alguns individuos
apresentam resisténcia genética natural e sobrevivem, mesmo expostos a altas doses
da proteina inseticida (Fatoretto et al., 2017; Tabashnik e Carriére, 2017; Gilreath et
al., 2021).

Para evitar a propagacao do material genético desses insetos resistentes, o
que daria origem a populagfes resistentes e reduziria a eficiéncia de controle dessa
tecnologia, técnicas adicionais devem ser adotadas junto ao cultivo de plantas Bt,
como € o caso da adocéo de areas de reflugio. Essas areas sao cultivadas com plantas
de ciclo semelhante ao das plantas Bt, porém devem ser plantas que ndo expressem
proteinas inseticidas, permitindo o desenvolvimento de insetos suscetiveis a essa
ferramenta de controle (Fatoretto et al., 2017). O intuito de areas de refagio é de
produzir insetos suscetiveis, que ao se acasalarem com possiveis resistentes, gerem
individuos heterozigotos para a resisténcia, que sao controlados pela expressdo em
alta dose das proteinas inseticidas.

Para a correta determinacao da forma de conducéo das areas de refugio, deve-
se compreender como ocorre a movimentacdo de insetos a campo. Vilarinho et al.

(2011) capturaram insetos marcados que haviam sido liberados em lavoura de milho



a até 800 m de distancia do ponto de liberacdo. A partir desse estudo ficou
determinado que a distancia maxima entre a area de refugio e um ponto na area com
plantas Bt seja de 800 m. Porém, o grande nimero de estudos com S. frugiperda nao
esclareceu ainda de que forma é feito o deslocamento dos adultos da espécie, ou
seja, qual o status sexual dos insetos que se movimentam a maiores distancias.

Uma das formas para determinar o deslocamento do material genético de S.
frugiperda é a marcacdo do material genético no corpo dos machos e a captura de
fémeas a diferentes distancias portando esse material. A marcagao por cor do
espermatéforo foi descrita por Sparks e Cheatam (1973) como sendo uma eficiente
técnica para a marcacdo em massa de insetos, além de apresentar facilidade de
avaliacdo. Assim, a liberacdo de insetos portando espermatéforos marcados em
estudos de marcacao-liberacdo-captura deve permitir determinar o deslocamento do
material genético de machos de S. frugiperda em condi¢bes de campo.

A parte do deslocamento do material genético, a movimentacdo dos adultos de
S. frugiperda a campo néo é esclarecida, sobretudo em condi¢des de cultivo intensivo,
como € observado em algumas regides no Brasil. A presenga constante de plantas a
campo gera a ponte verde, que permite a sucessao de insetos no tempo e no espaco,
aumentando a populacdo na area. Dessa forma, compreender o deslocamento do
adulto por meio da coleta constante de insetos selvagens, desde o inicio da safra até
a senescéncia das plantas permite observar a chegada e saida de insetos na area,
informacdes essas valiosas para o manejo de sistemas.

Visando entender o comportamento dos insetos a campo com variaveis mais
precisas de velocidade de voo e maximo deslocamento, estudos em condi¢cbes
controladas utilizando de estruturas para voo tutorado séo realizados. Por meio de
equipamentos denominados flight mill a distancia, tempo e velocidade de voo dos
insetos é determinada, permitindo comparar grupos de insetos em diferentes
condicbes ambientais, que visam dar maior robustez aos resultados observados a
campo, desde a resposta a estimulos quanto a comparacdo da capacidade de
deslocamento.

Conforme o avanco da ciéncia, se faz necessario refinar as informacdes a
respeito dos insetos, como caracterizar a capacidade de movimentagcéo, a campo e

condicbes controladas, de machos e fémeas virgens e acasalados. Embora em



laboratorio a obtencdo da informacédo do status sexual € facilitada pelo isolamento de
insetos de diferentes sexos, a campo a determinacdo deve ser realizada apos a
captura dos insetos. Nesse sentido, a observacdo do status sexual de fémeas de S.
frugiperda é largamente difundida pela presenca de espermatéforos na bursa
copulatrix, enquanto a determinacéo do status sexual do macho n&o é constantemente
observada. Assim, a observacdo do status sexual dos machos, bem como as
implicagdes do acasalamento de machos virgens ou previamente acasalados devem
ser compreendidos.

Dessa forma, é necessario entender como ocorre a biologia da movimentacao
de S. frugiperda atrelada a ecologia do acasalamento e as implicacdes dessas
informacdes na dindmica de insetos nos sistemas de cultivo e na longevidade de umas
das principais ferramentas de controle da praga. Portanto, o estudo teve por objetivo
determinar técnica de marcagcdo do material genético de machos de S. frugiperda
como base para estudos de movimentacdo a campo, compreender a movimentacao
desses insetos em ambiente de producdo de milho durante todo o ciclo da cultura,
determinar a capacidade de voo dos adultos de S. frugiperda sob diferentes estimulos
ambientais e, por fim, caracterizar os impactos do status de acasalamento dos machos

sobre o ciclo de vida de S. frugiperda.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Importancia econémica e aspectos bioecoldgicos de Spodoptera

frugiperda

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) é uma das principais pragas agricolas mundiais. Originaria
das Américas, esta atualmente distribuida na também na Africa, Europa e Asia
(Georgen et al., 2016; Sun et al., 2021). Trata-se, assim, de uma praga cosmopolita,
mas também polifaga, que ja foi relatada em mais de 350 plantas hospedeiras, embora
tenha o milho como principal hospedeiro (Valicente, 2015; He et al., 2021).

O ciclo do inseto é de cerca de 30 dias de ovo a adulto. As massas de ovos

contém em média 200, mas podem alcancar até 1000 ovos, cujo periodo de incubacao



€ de aproximadamente trés dias. As larvas, apos eclosdo, se alimentam por
aproximadamente 15 dias e passam por seis instares larvais até se transformarem em
pupa. A fase pupal dura de oito a dez dias. Os adultos de S. frugiperda vivem, em
média 15 dias. Normalmente, a copula ocorre a partir do segundo dia apos a
emergéncia, sendo a primeira postura realizada a partir do terceiro dia apés a
emergéncia (Lekha et al., 2020).

A atividade dos adultos de S. frugiperda ocorre, principalmente, no periodo
noturno, a partir do crepusculo e tem duracdo de seis a oito horas (Miranda-Anaya,
Guevara-Fefer e Garcia-Rivera, 2010). As mariposas apresentam voo disperso,
denominado errante, ndo descrevendo uma linha direta (Garcia e Godoy, 2016). Os
principais estimulos de movimentacdo para a mariposa sao volateis de plantas,
feromonio sexual (para o macho), luminosidade e fonte alimentar (Robinet, David e
Jactel, 2019).

A relacdo prejudicial inseto-planta se da na fase larval, em que o inseto se
alimenta de material vegetal, podendo ocasionar perdas de mais de 50% na cultura
do milho (Valicente, 2015). O hébito polifago desse inseto beneficiou sua adaptacéo
a outras culturas de grande interesse econbmico, como soja e algodado. A
intensificacdo do cultivo durante todo o ano faz com que esses insetos tenham recurso
alimentar durante todo o periodo e passem a ser pragas de importancia também para

essas culturas.

1.2.2 Ecologia de insetos

Ecologia € o estudo da distribuicdo e abundancia de organismos e das
interacbes que os determinam (Price et al., 2011; Begon et al., 2006). Os principais
focos de estudos ecoldgicos sdo o individuo, a populacdo e a comunidade. E uma
area do conhecimento que permite compreender a interacdo dos organismos com o
ambiente, a flutuacdo do nimero de individuos em uma populacdo e composicao e

organizacdo de comunidades ecoldgicas (Begon et al., 2006).



1.2.2.1 Dispersao de insetos

Dispersdo é um termo que se refere ao movimento de afastamento inicial de
determinado local. Ocorre pela capacidade dos insetos de escapar de condicGes
adversas e procurar condicbes O6timas, como temperatura, umidade, em novos
ambientes (Schowalter, Noriega e Tscharntke, 2018). Esse comportamento reduz os
riscos de extingdo de toda a populacdo em condi¢des de auséncia de recursos, além
de permitir a exploracdo de outros recursos e maximizar a heterogeneidade genética
(Wellington, 1980; Schowalter, 1985; Johnson, 2004).

A dispersédo pode ocorrer de maneira passiva ou ativa (Begon et al., 2006). A
ativa, mais comum entre os insetos, € caracterizada pela dispersédo de exploragao,
buscando por habitats favoraveis ao seu desenvolvimento. Pode ser limitada ao
entorno, marcada pelo caminhamento aleatério do individuo, como o realizado por
larvas recém eclodida, as quais movimentam para longe da massa de ovos da qual
eclodiram (Southwood e Henderson, 2000). Também, pode representar a mudanca
de area e tem a possibilidade de gerar nova populacao, isolada pela localidade.

A capacidade de encontrar ambiente favoravel para o desenvolvimento é
dependente do modo de dispersdo, sendo trés mecanismos gerais de dispersao:
aleatério, forético e direcionado (Schowalter, Noriega e Tscharntke, 2018). O
caminhamento aleatorio € caracteristico de insetos de pequeno porte que néo se
orientam por pistas encontradas no ambiente, como volateis de plantas. Esse padrao
€ observado em larvas de lepiddpteros de instares iniciais, que se utilizam do vento,
por meio da producao de fio de seda, para a dispersdo, denominado “ballooning”
(Zalucki, Clarke e Malcolm, 2002).

O mecanismo do tipo forésia € comum entre insetos apteros, que se utilizam
de outros animais para a dispersdo. E um mecanismo dependente da disperséo de
outras espécies. Dessa forma, esse mecanismo depende da associacdo de duas
espécies que vivem em um mesmo ambiente e que se utilizam de mesma fonte de
recursos alimentares (Schowalter, Noriega e Tscharntke, 2018). A disperséo
direcionada é aquela que apresenta maior probabilidade de sucesso na colonizagéo

de novo ambiente, pois é realizada, em sua maioria, por insetos voadores que se



orientam na direcao de recursos adequados. A orientacao € privilegiada pela emissao

de volateis pelos primeiros insetos, da mesma espécie, a ocuparem a area.

1.2.2.2 Marcacao de insetos

Nos estudos de disperséo, em geral, um grupo de insetos € avaliado em relacao
a movimentacdo num espaco de tempo determinado. Para tanto, esses insetos
precisam ser devidamente identificados para permitir a distincdo daqueles ja
presentes na natureza. Assim, técnicas como a Marcacdo — Liberacdo — Captura
(MLC) e a Captura — Marcacgao — Recaptura (CMR) tém sido bastante utilizadas para
esse fim (Gangwere, Chavin e Evans, 1964; Southwood e Henderson, 2000;
Svensson et al., 2011; Hagler, Machtley e Blackmer, 2014).

Com o desenvolvimento das técnicas de marcacdo, foram estabelecidos
critérios a serem seguidos para que o meio de marcacgéao utilizado néo seja prejudicial
para os estudos de movimentacao. A marcacao deve ser de facil e rapida aplicacéo e
avaliacdo, capaz de marcar grande numero de insetos, ndo pode ser perdida para o
ambiente ou ser transferivel entre insetos, dure pelo periodo necessario para a
realizacdo do estudo e que, principalmente, ndo afete a biologia ou interagéo do inseto
com o ambiente (Gangwere; Chavin; Evans, 1964; Southwood e Henderson, 2000;
Svensson et al., 2011).

As técnicas de marcacdo podem ser divididas em dois grupos: marcacao
externa e marcacao interna dos insetos. A marcacdo externa foi a primeira a ser
desenvolvida e foi utilizada para a marcagéo isolada de alguns individuos (Severin e
Hartung, 1912). Ela pode ser feita pela marcacéo fisica ou mecanica, diretamente no
corpo do inseto, como a retirada de tarsos ou corte do tegumento. A marcagao
também pode ser realizada por coloracao, utilizando p6 seco, spray ou tintas. O uso
da coloracéo tem a vantagem de permitir a marcacao em larga escala ou individual e
é de facil avaliacdo. A principal desvantagem, no entanto, € a possibilidade de afetar
Orgaos sensoriais, como antenas e pelos sensores, interferindo na relagéo do inseto
com o ambiente (Southwood e Henderson, 2000; Hagler e Jackson, 2001) e, desse
modo, podendo afetar o comportamento. A marcacdo externa também pode ser

realizada com etiquetas, fixadas ao inseto. O material utilizado como etiqueta pode



variar com o objetivo do estudo, variando entre tiras de papel e chips que enviam o
posicionamento em tempo real para leitores de telemetria (Gangwere; Chavin; Evans,
1964; Southwood; Henderson, 2000; Wang, Huang e Pierce, 2019).

A marcacao interna é obtida por meio da alimentacdo das larvas, ninfas ou
adultos, ou, ainda, pela injecdo de corantes diretamente na hemolinfa. Ressalta-se
gue a marcacao pode, eventualmente, ser transferida entre estagios de vida. Nesses
casos, a alimentacdo dos imaturos com corantes permite a marcacao de adultos em
larga escala. Para tanto, a determinacdo do corante e dose mais eficientes é
imprescindivel, pois altas doses podem alterar de forma significativa a biologia do
inseto (Vail; Howland; Henneberry, 1966; Hendricks e Graham, 1970; Hunt et al.,
2000; Vilarinho et al., 2006). Os insetos também podem ser marcados internamente
com elementos raros na natureza. A incorporacao de elementos como rubidio (Rb),
estroncio (Sr), césio (Cs), e o nitrogénio na forma de N diferenciam os insetos
daqueles selvagens (Hershey et al., 1993; Fernandes et al. 1997; Hagler; Jackson,
2001; Benedict et al. 2018). Algumas desvantagens dessa técnica séo o elevado custo
de avaliacdo e o0 baixo tempo de retencdo de alguns elementos pelos insetos
(Fleischer et al., 1986; Guillebeau et al., 1993; Benedict et al. 2018), que podem
inviabilizar estudos de longo prazo.

Com o desenvolvimento cientifico, possibilitou-se o uso de outras técnicas de
marcacao, como o uso de marcadores imunoldgicos e proteinas, bem como a edi¢éo
genética com o objetivo de alteracdes fenoldgicas, técnicas que permitem a marcacao
em larga escala, além da auto marcacao (Hagler et al., 1992; Macdonald e Loxdale,
2004). Séo técnicas que apresentam elevada persisténcia e facilidade de avaliacdo

dos insetos marcados, mas que podem apresentar elevado custo em alguns casos.

1.2.2.3 Voo tutorado

Embora a dispersdo possa ser determinada por estudos a campo utilizando a
marcacado dos insetos, a estimativa da capacidade de dispersado dos insetos fica
limitada a experimentos de elevados custos e tempo de execucdo. Assim, para
determinar a dindmica de movimentacdo de insetos, estabelecendo tratamentos,

foram desenvolvidas ferramentas para avaliar parametros em voo tutorado (Minter et



al., 2018). Para isso, os insetos sao tutorados — fixados — em equipamentos chamados
“flight mills”, que anulam o movimento vertical, fazendo com que o impulso gerado
pela batida de asa dos insetos gere movimento horizontal circular (Naranjo, 2019).

A fixagcdo dos insetos se da pelo mesonoto, utilizando de substancias adesivas,
como colas instantaneas (Caixeta, 2014). O equipamento, ligado a sensores que
captam o movimento da haste horizontal em que o0s insetos estéo tutorados, determina
a distancia voada, velocidade e duracao do voo (Naranjo, 1990; Minter et al., 2018).
Esses dados permitem estimar a capacidade de voo de insetos em diferentes
cenarios, que devem ser comparados, gerando importantes informacdes para
compreender a dinamica de voo dos adultos. Porém, esses dados ndo podem ser
extrapolados para situacbes de campo, em que 0s insetos sd0 expostos a outros
estimulos, podendo acasalar, pousar e, no caso das fémeas, ovipositar (Gatehouse e
Woodrow, 1987). Ainda, o inseto ndo necessita gerar sustentacao vertical o que pode
superestimar a sua capacidade de voo (Minter et al., 2018).

O estimulo natural para o inicio do voo é a perda de contato dos tarsos com a
superficie. Esse principio € observado no primeiro voo dos insetos em “flight mill”.
Porém, os voos seguintes ndo tém esse estimulo, pois os insetos ndo tém substrato
sobre o qual possam pousar. A continuidade do voo, ap0s iniciado, € dada pela
passagem de vento pelo corpo durante o voo rotacional (Naranjo, 2019).

Um dos principais ganhos ao utilizar a técnica de comparacao de capacidade
de voo é a aplicagcdo de fatores externos e unicos, isolando demais fatores e
observando a resposta dos insetos. As variaveis alteradas podem ser ambientais,
como temperatura, luminosidade, umidade relativa e presenca de volateis que
estimulem ou inibam o voo, ou ainda alteragbes entre grupos de insetos, como a
observacao de insetos marcados e ndo marcados, machos e fémeas ou ainda o status

de acasalamento (Avalos et al., 2014; Caixeta, 2014).

1.2.3 Fisiologia do acasalamento

O acasalamento € uma base ecoldgica muito explorada para compreender o
surgimento de populagdes, espécies e variabilidade genética. Um dos objetivos dessa

linha de estudos € determinar como ocorre 0 comportamento de acasalamento dos



insetos em condi¢des naturais, relacionando com condicbes ambientais (Price et al.,
2011).

Vérias séo as formas de determinar o acasalamento, como a observacéo direta
da copula ou da eclosao de descendentes e ainda o0 uso de muta¢gdes genéticas para
a comprovacdo da transferéncia de material genético de um determinado macho
(Mann et al., 2011). Essas técnicas exigiam o acompanhamento dos insetos, 0 que se
mostra um desafio em condi¢cbes naturais, ou demandam elevado custo. Para
contornar esses pontos, o estudo da fisiologia determinou que a presenca da estrutura
reprodutiva dos machos dentro do aparelho reprodutor feminino ndo s6 comprova o
acasalamento, como determina a quantidade de coépulas realizadas pela fémea
(Callahan, 1958, 1960; Callahan e Chapin, 1960; Callahan e Cascio, 1963). Vale a
ressalva que, embora a maioria das copulas resultem na passagem de um
espermatéforo do macho para a fémea, nem sempre isso ocorre, podendo ser
transmitidos dois ou, eventualmente, nenhum espermatoforo (Scudder, 1971; Oliva et
al., 2013).

Dessa forma, em condi¢cOes laboratoriais, em que casais sao acondicionados
isoladamente em uma gaiola de criagcdo, a presenca de espermatoforo na bursa
copulatrix das fémeas néo s6 confirma o status sexual das fémeas, mas também dos
machos, pois 0 acasalamento é marcado pela passagem do material genético do
macho, contido na estrutura denominada espermatoforo, para a fémea. Como o
espermatéforo é formado no momento do acasalamento, ele s6 é observado no corpo
de fémea apds a cépula. Ao avaliar esses machos, Snow (1967) observou diferencas
na morfologia interna ao compara-los a machos criados na auséncia de fémeas. Os
ductos ejaculatérios, local onde o frénulo dos espermatéforos é formado, apresentou
coloragdo amarelo-avermelhado em machos na auséncia de fémeas e, portanto,
virgens (Callahan, 1958). Porém, essa coloracdo nao foi observada em machos
acasalados. Dessa forma, essa diferenca permite a determinacao do status sexual de
machos de forma direta.

Assim, o estudo de status de acasalamento de insetos selvagens, ou daqueles
liberados em estudos de marcacdo, capturados na natureza € viabilizado pela
observacdo em machos e fémeas, gerando importante resposta para estudos

ecolégicos.
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CAPITULO 2 — MARCACAO DE ESTRUTURAS INTERNAS DE IMATUROS E
ADULTOS DE LEPIDOPTERA VIA ALIMENTACAO LARVAL

RESUMO - A compreensao da ecologia de insetos tem elevada aplicabilidade na
relacdo entre insetos-praga e as formas de controle. Um exemplo é o uso de estudos
de dispersédo para a determinacdo de distancia maxima entre areas de reflgio em
cultivos Bt. Buscando refinar a técnica de estudos de dispersédo do material genético
de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), o presente estudo
teve por objetivo determinar a eficiéncia de corantes hidrossolUveis para a marcagéo
interna de imaturos e adultos de S. frugiperda via alimentacéao larval, com énfase na
marcacao do espermatéforo, estrutura que carrega o material genético dos insetos
machos. Para isso, os corantes hidrossoliveis Rodamina B, Azul de Metileno,
Ponceau, Coomassie e Eosina — Nigrosina foram adicionados a dieta artificial de
larvas nas concentracdes de 0, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 ppm. Avaliou-se 0s
efeitos do corante sobre a mortalidade e duracdo do estagio larval, bem como a
eficiéncia de marcacdo de estruturas internas em larvas e adultos. O corante
Rodamina B aumentou tanto mortalidade quanto desenvolvimento larval, enquanto
Azul de Metileno aumentou apenas a duracdo do periodo larval. A marcacdo do
intestino, hemolinfa e discos imaginais, na fase larval, foi constatada para os corantes
Rodamina B, Azul de Metileno e Coomassie. Os corantes nao foram eficientes para a
marcacao dos espermatoforos. Dessa forma, a adicdo de corantes hidrossoluveis a
dieta larval de S. frugiperda é capaz de marcar estruturas internas da larva, mas a
marcacgao ndo € transferida para o adulto.

Palavras-chave: fluxo génico, areas de reflgio, corantes hidrossollveis
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2.1 INTRODUCAO

Dentre as principais estratégias para 0 manejo de pragas agricolas, a
resisténcia de plantas por meio da expressao de proteinas inseticidas se destaca em
eficiéncia, o que justifica sua crescente adocdo em areas de cultivo em todo o mundo
(ISAAA, 2019). Todavia, a disponibilidade de poucas variedades de proteinas
inseticidas e o uso intensivo destas plantas tem causado o desenvolvimento de
populacdes de insetos resistentes a essa tatica de controle (Bentivenha et al., 2019).
Assim, para assegurar a durabilidade da tecnologia, é necesséario que o manejo dos
insetos resistentes, como parte dos programas de manejo integrado de pragas, seja
realizado e, para tanto, deve haver diversificagdo das estratégias de manejo.

A alta pressao de selecdo dessa tecnologia, largamente utilizada no Brasil
desde 2005 (Brasil, 2005), possibilitou a selecdo de insetos resistentes rapidamente.
Este foi o caso da lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), cuja populacdo desenvolveu resisténcia a proteina CrylF
de Bacillus thuringiensis expressa em hibridos de milho em apenas quatro anos apos
a liberacdo da tecnologia (Farias et al., 2014; Monnerat et al., 2015).

Visando minimizar o desenvolvimento de populacdes resistentes, algumas
estratégias de manejo foram desenvolvidas, com destaque para a adocao de areas
de reflugio, cultivo de plantas que expressem as proteinas inseticidas em altas doses
(capaz de controlar 95% dos individuos heterozigotos) e a piramidacao de proteinas
(Fatoretto et al., 2017; Tabashnik e Carriére, 2017; Gilreath et al., 2021). A adocao de
areas de refugio tem por objetivo principal a manutencdo de insetos suscetiveis a
tecnologia Bt, ou seja, que ndo entraram em contato com plantas que expressam
proteinas inseticidas e, assim, com menor ou nenhuma frequéncia dos alelos de
resisténcia (Ortego et al., 2009). Entretanto, para que esta estratégia seja eficiente, a
localizagc&o das areas de refugio deve ser proxima as areas de cultivo de material Bt,
para que viabilize maior taxa de acasalamento entre insetos resistentes e suscetiveis.
A distancia maxima estabelecida entre areas de reflgio e plantas de milho Bt € de 800
m tanto para Ostrinia nubilalis (Hubner) (Lepidoptera: Crambidae) em cultivos de milho
nos Estados Unidos (Showers et al., 2001), como para S. frugiperda (Vilarinho et al.,
2011) no Brasil.
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A determinacdo da distancia maxima entre areas de refugio e o ponto mais
distante em cultivo Bt considera a capacidade de dispersao de insetos, que, de modo
geral, é determinada pela juncdo da técnica de marcacdo de insetos a técnica de
Marcacgéo — Liberacdo — Captura. Nessa técnica, libera-se a campo insetos marcados
criados em laborat6rio, sendo a captura realizada a diferentes distancias do ponto de
liberacdo, o que permite determinar a distancia percorrida pelo inseto. Dessa forma, a
marcacao permite reconhecer o inseto liberado e diferencia-lo dos insetos selvagens,
permitindo assim a avaliacdo da capacidade de movimentacg&o do individuo. Portanto,
0 sucesso dos estudos de movimentacdo se devem, em parte, a capacidade de
marcacao do inseto, que pode ser feita de forma externa ou interna (Gangwere et al.,
1964; Southwood, 1978; Hagler e Jackson, 2001).

A marcacéo interna de insetos € uma técnica altamente recomendada para
estudos a campo, visto que nédo é transferivel de inseto para inseto durante o contato
e tem baixa taxa de perda por fatores como chuva ou vento (Southwood, 1978).
Porém, pode apresentar desafios para se adequar aos requisitos de eficiéncia da
marcacao. ldealmente, os corantes devem propiciar facil marcacéo e a avaliacdo de
grande numero de insetos sem a necessidade de equipamentos sofisticados, minima
manipulacdo do inseto, facilidade de distincdo dos individuos selvagens, persisténcia
pelo periodo de estudo e ndo afetar a biologia ou comportamento do inseto (Gangwere
et al.,, 1964; Hagler e Jackson, 2001). Ainda, deve-se considerar 0s corantes com
menores taxas de excrecdo (Nijhout, 1975; Southwood, 1978; Hagler e Jackson,
2001).

A marcacdo de estruturas internas do adulto permite fazer inferéncias
importantes a respeito da dispersdo do material genético. A marcacéo da estrutura
contendo os espermatozoides (espermatéforo), que é transferida do macho para a
fémea durante a cépula permite, por exemplo, identificar de qual grupo de machos
provém cada espermatoforo. Assim, conhecendo o ponto de liberagdo dos insetos
marcados é possivel tracar a distdncia em que ocorre o fluxo génico. Estudo de
dispersao de adultos de S. frugiperda via marcacao interna por corantes lipossoluveis,
embora tenha determinado a capacidade de dispersao dos insetos, ndo pode afirmar
sobre a dispersdo do material genético, por ndo ter avaliado a presenca de
espermatoforos nas fémeas capturadas (Vilarinho et al., 2011).
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Em razdo das importantes inferéncias possiveis a partir da marcacdo dos
espermatoforos, essa técnica tem o potencial de readequar a estruturacéo de areas
de refugio em cultivos comerciais de milho. Diante deste cenario, o presente estudo
teve por objetivo avaliar a eficiéncia de corantes hidrossolUveis na marcacao de
estruturas internas de larvas e adultos de S. frugiperda, sobretudo os espermatoéforos,

pelo fornecimento de corantes junto a dieta artificial oferecida na fase larval.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Insetos

Para a instalacdo dos ensaios, foram utilizadas larvas de S. frugiperda
provenientes de posturas obtidas em criacao de insetos. A populacgéo foi inicialmente
coletada em milho e mantida por aproximadamente 10 anos sem a reintroducao de
insetos de campo e, portanto, ndo tem a presenca de alelos de resisténcia as
proteinas inseticidas (dados ndo publicados). As posturas foram lavadas em solugéo
de 10% de formol, agua destilada e solucéo de sulfato de cobre a 1% e colocadas em
pote plastico (COPAZA®) de 100 mL tampados. Apds a eclosdo, as larvas foram
alimentadas com 4 cm?3 de dieta artificial a base de feijao (Vilela et al., 2014) e
mantidas em condi¢gdes ambientais controladas (25 + 2°C; UR 70 = 10%; Fotofase
12h).

2.2.2 Ensaios de marcacao

Para a conducédo do experimento foram adicionados corantes hidrossoluveis a
dieta padréo para alimentacao de larvas em criacdo de insetos (Vilela et al., 2014).
Essa via de marcacéo foi proposta para possibilitar a marcagcdo de um maior numero
de insetos e viabilizar estudos de campo, nos quais adultos recém emergidos sdo
liberados. Para isso, 250 mL de dieta foram vertidos em recipientes plasticos de 500
mL (12 cm x 12 cm x 5 cm). Sobre a dieta ainda em estado liquido, foram adicionados

volumes especificos dos corantes avaliados.
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Os corantes solidos foram diluidos em 10 mL de agua destilada, para propiciar
melhor incorporacao a dieta, enquanto os corantes liquidos foram adicionados a dieta
sem diluicdo prévia em &agua. ApOs a incorporacdo do corante, a dieta foi
homogeneizada utilizando espatula, em movimentos circulares até atingir coloracdo
homogénea. Posteriormente, a dieta foi mantida sob luz UV por 60 min em sala a
temperatura ambiente. Apds este periodo, a dieta foi transferida refrigerador (18°C)
para solidificagéo.

A instalacdo dos ensaios ocorreu com larvas de terceiro instar, que
corresponde a cerca de oito dias apos a eclosdo. Essa metodologia foi empregada
devido aos resultados obtidos em testes preliminares, que apontaram maior
mortalidade de larvas recém eclodidas quando alimentadas com dietas contendo
corantes. Assim, as larvas foram individualizadas em placas de Petri (6 cm didmetro
X 2 cm altura) contendo 4 cm3 de dieta com corante, de acordo com o tratamento
estabelecido (corante e concentracao).

Os corantes utilizados no experimento foram estabelecidos a partir de estudos
ja realizados, nos quais os corantes foram eficientes para a marcacdo de
espermatoéforo ou proteina, principal unidade constituinte do espermatéforo (Heller et
al., 1998), conforme segue:

a) Rodamina B (Sigma-Aldrich): apresenta coloracao variando entre vermelho
e rosa, foi eficiente para a marcacao interna de adultos de Heliothis virescens
(Noctuidae), Aedes aegypti (Culicidae), Anopheles gambiae (Culicidae) e Manduca
sexta (Sphingidae) (Sparks e Cheatham, 1973; Blanco et al., 2006a; Johnson et al.,
2017; Aviles et al., 2020).

b) Azul de Metileno (Sigma-Aldrich): possui coloragdo azul e é citado como
eficiente para a marcacéo interna de adultos de Manduca sexta (Sphingidae) e
Norileca indica (Crustacea) (Sparks e Cheatham, 1973; Kottarathil e Kappalli, 2019).

c¢) Eosina — Nigrosina (BotuVITAL® — Botupharma): capaz de corar tanto em
verde (Eosina) quanto de preto (Nigrosina), considerando seus componentes em
isolado. Embora n&o tenha sido utilizado anteriormente para a marcacao de insetos,
foi eficiente para a marcacdo, em lamina, de espermatozoides de Pecari tajacu
(Artiodactyla) e Mus spp. (Rodentia) (Sousa et al., 2013; Mazaheri et al. 2020).
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d) Ponceau Red (Sigma-Aldrich): corante de coloracédo vermelha, foi utilizado
para a marcacao de insetos, como o cérebro de Apis mellifera (Apidae) e bandas de
proteina (Almeida Rossi et al., 2013; Venkatesha et al., 2013).

e) Coomassie: corante largamente utilizado em gel de eletroforese (Noaman e
Coorssen, 2018).

As concentracdes utilizadas foram 0, 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 ppm. Isso
se deve aos resultados apresentados por Sparks e Cheatham (1973) e Vilarinho et al.
(2006), que observaram marcacao de insetos, sem afetar sua biologia, em doses de
1000 ppm (injetado no adulto) e 400 ppm (via alimentacao larval), respectivamente.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 100 repeticGes
por tratamento (concentrac&do), sendo cada parcela experimental representada por
uma placa de Petri contendo um inseto (repeticdo). Os insetos foram mantidos em
sala climatizada (25 £ 2°C; UR 70 £ 10%; Fotofase 12h). Os corantes foram avaliados
separadamente, de forma que no total foram conduzidos cinco ensaios.

Apébs o estagio larval, todas as pupas provenientes de um mesmo tratamento
foram armazenadas em uma Unica gaiola de acasalamento, constituida de um tubo
de Policloreto de Vinila - PVC (20 cm altura x 10 cm didmetro) revestido internamente
de papel sulfite, que foi utilizado como substrato para oviposicdo. Sobre cada gaiola
foram dispostos recipientes contendo chumacos de algodéo hidrofilico embebido em
solucdo de agua destilada e mel (10%) para alimentacdo dos adultos. Apds a
emergéncia, os adultos foram mantidos em gaiola por sete dias, momento em que foi
realizada a avaliacdo da marcacéo interna. Esse periodo permite a confirmacéo visual
do acasalamento e a observacéo das primeiras posturas, assegurando a transferéncia

de espermatéforos para as fémeas (Wang et al., 2020; Ge et al., 2021).

2.2.3 Avaliacbes

A determinacédo dos efeitos dos corantes na biologia dos insetos foi realizada
pela avaliacdo de mortalidade e duracdo do estagio larval. A mortalidade foi
confirmada pela observacao das larvas e teste de reacdo destas ao leve toque com
pincel de cerdas finas. Larvas que se moveram ao toque do pincel foram consideradas

vivas.
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A avaliagdo da marcacdo dos o6rgdos internos nas larvas foi feita pela
observacao direta da alteracéo de coloracdo. A observacao da alteracéo da coloracao
do intestino foi possivel sem a dissecacdo dos insetos, com a observacao da larva
ventralmente, de forma que a coloracdo da estrutura foi visivel. A observagcédo da
hemolinfa se deu no momento da dissecacao, realizada em cinco larvas de sexto
instar para cada tratamento. Com o auxilio de pin¢cas de ponta reta (ESD-12), o
tegumento dos insetos foi rompido proximo ao ultimo par de falsas pernas abdominais,
para a observacdo da hemolinfa. Durante a dissecacdo, observou-se ainda a
coloracao dos discos imaginais. Os discos imaginais retirados de insetos alimentados
com dieta artificial contento corante foram comparados aos obtidos dos insetos
controle. Foram descritos como marcados o0s discos imaginais de coloracéo
visivelmente diferente do padrao (tratamento controle).

Nos insetos adultos, a dissecacdo de fémeas foi realizada com o auxilio de
pincas, retirando a porc¢éo final do abdémen e extraindo a bursa copulatrix, estrutura
gue contém os espermatoforos. Para seguir com a avaliagcdo visual, a bursa copulatrix
foi rompida e os espermatéforos retirados e colocados em placa de Petri (6 cm
diametro x 2 cm altura) contendo agua destilada. A observacdo foi feita em
estereomicroscopio em aumento de 10 x. A marcacdo do espermatoforo foi
determinada por analise visual, sendo os espermatoforos dos tratamentos com
corante comparados aos espermatoforos do tratamento controle. A marcacao foi
constatada quando observada coloragcdo, na mesma cor do corante ofertado em

alimentacéo da fase larval.

2.2.4 Anélise estatistica

Os dados de mortalidade e duracéo do estagio larval para os corantes testados
foram submetidos a analise de variancia pelo teste de F (ANOVA — ExpDes.pt
Package). Para a caracteristica mortalidade procedeu-se a corre¢cdo de Abbott, para
correcdo da mortalidade natural observada no controle (sem adi¢cdo de corante). A
comparacao das médias foi feita pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia pelo
programa estatistico R (R Development Core Team, 2020).



22

2.3 RESULTADOS

A alimentacgao larval com dieta artificial contendo os corantes Ponceau, Azul de
Metileno, Rodamina B e Coomassie proporcionou marcagao evidente do intestino,
guando observado pela por¢éo ventral do inseto, sem ser necessaria a dissecacao. A
hemolinfa das larvas foi evidentemente marcada quando alimentadas com dieta
contendo o corante Rodamina B, sendo que a cor vermelha se apresentava intensa,
proximo a cor observada na dieta. Os corantes Azul de Metileno e Coomassie, por
outro lado, permitiram a marcacdo da hemolinfa em tom mais claro do que se
apresentou na dieta apés a adicdo dos corantes. A hemolinfa ndo foi marcada pelos
corantes Ponceau e Eosina — Nigrosina.

Os discos imaginais apresentaram marcacao pouco evidente quando as larvas
foram alimentadas com dieta contendo os corantes Azul de Metileno, Rodamina B e
Coomassie (Tabela 1). Ainda, a alimentacéo larval com os corantes Azul de Metileno,
Rodamina B e Coomassie permitiu a identificacdo do inseto pela observacao externa
da cor, distinguindo-os assim dos insetos controle. Foi considerada marcacao
evidente quando foi possivel distinguir insetos marcados e insetos controle. Quanto

maior a facilidade de distingéo, mais evidente foi considerada a marcacao.

Tabela 1. Resposta visual de marcacéo de estruturas de larvas de S. frugiperda via
coloracao oferecida pela alimentacdo com dieta artificial contendo corante.

Estrutura

Corante _ _ Discos

Intestino Hemolinfa . Co

imaginais

Ponceau +++ - -
Azul de Metileno +++ ++ +
Rodamina B +++ +++ +
Eosina — Nigrosina - - -
Coomassie +++ ++ +

- marcacao ndo observada; + marcacéo pouco evidente; ++ marcacdo evidente; +++ marcagdo muito
evidente.

Ao dissecar os insetos adultos, observou-se que as estruturas internas como
intestino, corpo gorduroso e ovarios, no caso de fémeas, ndo apresentaram marcacao
para nenhum dos corantes testados. O mesmo foi observado para os espermatéforos,

obtidos nas fémeas acasaladas, quando os corantes testados foram acrescidos a
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dieta larval (Figura 1). A eficiéncia da marcacédo dos espermatéforos foi determinada
de forma visual, observando a sua coloracao, sendo os espermatoforos provenientes
de insetos do tratamento controle tidos como padrdo (Figura 1A) e apresentaram
variadas colora¢fes, desde espermatéforos claros e translicidos até negros e opacos.

Figura 1. Espermatéforos retirados de fémeas adultas de S. frugiperda cujas larvas
foram alimentadas com corantes hidrossollveis. (A) inseto controle (sem
corante); (B) Azul de Metileno; (C) Coomassie; (D) Ponceau; (E) Rodamina
B; (F) Eosina — Nigrosina.

Os corantes de coloragdo azul e vermelha produziram, de forma geral,
espermatoforos de coloragéo clara, indistinguivel do padrdo observado no controle
(Figura 1B-E). Os espermatoforos provenientes do corante Eosina — Nigrosina
apresentaram coloracéo negra (Figura 1F). Apesar de condizente com a cor natural
do corante, os espermatéforos ndo foram considerados marcados, visto que nédo
apresentaram coloracdo nitidamente diferente da observada nos espermatéforos
retirados de insetos controle, que também apresentaram espermatoforos de coloragéo
negra.

A adicdo dos corantes Ponceau (Fs6 = 0,58; P = 0,71), Azul de Metileno (Fs6 =
0,58; P =0,72), Eosina — Nigrosina (Fss = 0,61; P = 0,69) e Coomassie (Fss = 0,99; P
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= 0,48) na dieta artificial ndo aumentou a mortalidade de larvas de S. frugiperda em
comparacao aos valores de mortalidade encontrados no tratamento controle. Em
todos os ensaios, a mortalidade observada no tratamento controle (dieta sem corante)
se manteve abaixo de 10%, valor considerado aceitavel para experimentos com
insetos (Hoekstra, 1987). Por outro lado, o corante Rodamina B causou mortalidade
de larvas (Fs6 = 73,57; P < 0,0001), sendo as maiores mortalidades observadas nas
maiores concentragoes, a partir da dose 600 ppm (Figura 2). A mortalidade de larvas
se deu, em sua maioria, na fase de pré-pupa, momento em que a larva cessa sua

alimentacdo e inicia o processo de muda para o estagio pupal.
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Figura 2. Mortalidade (%) de larvas de S. frugiperda submetidas a alimentacédo com
dieta artificial contendo os corantes hidrossoluveis (" indica que o0s
tratamentos ndo se diferiram entre si; barras seguidas de mesma letra ndo
sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 0,05 de
significancia). Dados corrigidos pela formula de Abbott.

O desenvolvimento larval ndo foi afetado quando os insetos foram alimentados
com dieta artificial contendo os corantes Ponceau (Fs7 = 1,94; P = 0,20), Eosina —
Nigrosina (Fe7 = 0,27; P = 0,94) e Coomassie (Fe7 = 0,02; P = 0,99). O
desenvolvimento larval no controle para esses ensaios foi de 13,20, 15,30 e 17 dias,
respectivamente, com aumento da ordem de 8,9% para Ponceau e 3,1% para Eosina

— Nigrosina nas maiores concentra¢des. Por outro lado, os corantes Azul de Metileno
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(Fe7 = 18,17; P < 0,001) e Rodamina B (Fe7 = 5,69; P = 0,02) aumentaram o
desenvolvimento larval, sendo que na dose de 1000 ppm o aumento foi de 26,3% e
19,4%, respectivamente, em relacdo ao observado para larvas do tratamento controle
(Figura 3).
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Figura 3. Desenvolvimento (dias) de larvas de S. frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo os corantes Ponceau, Azul de Metileno, Rodamina B,
Eosina-Nigrosina e Coomassie. ("™ indica que os tratamentos nado se
diferiram entre si; barras seguidas de mesma letra ndo sao
significativamente diferentes pelo teste de Tukey a 0,05 de significancia).

2.4 DISCUSSAO

A mortalidade de larvas alimentadas com o corante Rodamina B pode ser
relacionada a toxicidade do corante (Fondren e Heitz, 1978). A estrutura molecular de
Rodamina B apresenta duas moléculas de oxigénio, que no corpo do inseto séo
substituidas por grupos alquilaminos. As aminas, que passam a constituir o corante,
sdo toxicas ao inseto (Fondren e Heitz, 1978) e, portanto, quanto maior a
concentragdo em que o corante se encontra na dieta, maior é a toxicidade causada,
sobrecarregando 0 sistema excretor e, consequentemente, aumentando tanto a

mortalidade quanto o desenvolvimento do inseto.
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Rodamina B € uma substancia muito utilizada para a marcagcao de insetos,
como nos estudos conduzidos por Vail et al. (1966), Sparks e Cheatham (1973), van
der Reijden et al. (1997) e South et al. (2008). Porém, a via de marcacao € um fator
determinante para 0 sucesso desses estudos. A eficiéncia de marcacdo dos
espermatéforos nos estudos citados foi obtida pela marcacéo via adulto, seja pela
alimentacéao ou injecdo no abdémen dos insetos machos. Vail et al. (1966), em ensaio
fornecendo o corante via alimentacao larval de Trichoplusia ni (Hibner) (Lepidoptera:
Noctuidae), também n&o observaram a marcacdo dos espermatoforos, como no
presente estudo. Porém, os autores observaram espermatoforos marcados quando o
corante foi oferecido pela alimentacao nos adultos, o que foi confirmado, anos depois,
por Sparks e Cheatham (1973).

Os corantes Azul de Metileno e Eosina — Nigrosina ndo causaram alteragéo na
mortalidade de larvas de S. frugiperda. A mortalidade do corante Azul de Metileno e
Eosina, um dos componentes do corante Eosina — Nigrosina, foi estudada por Yoho
et al. (1973) em Musca domestica (Linnaeus) (Diptera: Muscidae), em que também
observaram baixa mortalidade dos corantes, de 0% e 2%, respectivamente, quando
os adultos foram alimentados com os corantes. Resultado semelhante foi obtido por
Robinson (1983), em relacdo a mortalidade de adultos de M. domestica em Azul de
Metileno (8%). Por outro lado, observaram alta mortalidade de insetos para Eosina
(49%). Os autores afirmam que a mortalidade dos corantes € dependente da
concentracdo, que, no presente estudo, nao foi evidenciado. Ainda, Barbosa e Peters
(1971) apontam que o corante Azul de Metileno apresenta afinidade de se ligar a
acidos nucleicos depolimerizados, formando granulos no citoplasma, além de possuir
baixa palatabilidade, reduzindo a absorcéo de nutrientes e, por consequéncia, esse
fatores intereferem no metamolismo e no desenvolvimento.

O corante Ponceau néo afeta o desenvolvimento do inseto, embora ndo tenha
sido eficiente na marcacdo. Este € um resultado inédito, no melhor do nosso
conhecimento, uma vez que ha escassez de trabalhos com esse corante para a
marcacao de insetos. Em vertebrados, por outro lado, Tanaka (2006) observou que a
adicdo do corante na dieta oferecida a ratos de laboratério por nove geracées
consecutivas ndo alterou parametros em sua biologia, como mortalidade e tamanho

de ciclo. De forma semelhante, o uso do corante Coomassie também nao é relatado
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para a marcacdo de insetos ou estruturas in vivo. Todavia, o fato deste nao ter
causado efeitos no desenvolvimento de insetos pode estar relacionado a afinidade do
corante as proteinas. Isso decorre pois, Tal et al. (1980) afirmam que a afinidade de
ligacd@o do corante varia entre os tipos de proteina, sendo aquelas com maiores cargas
positiva as que tém maior afinidade, podendo formar complexos de até trés moléculas
de corante por carga positiva. Como insetos da ordem Lepidoptera apresentam alta
relacdo de proteinas de carga positiva em relacdo a negativa, como ocorre, por
exemplo, em Bombyx mori (L.) (Lepidoptera: Bombicidae) que € de 9:1 (Foo et al.,
2006), a afinidade do corante as proteinas deve ter contribuido para a reducédo da
disponibilidade do corante, evitando a ocorréncia de toxicidade.

A marcacao das estruturas internas do inseto, como o intestino, pode ser
observada sem a necessidade de dissecar o inseto. Isso fica evidenciado no momento
em que ocorre a passagem do bolo alimentar pelo tubo digestivo (Vail et al., 1966). A
alteracdo na cor da dieta, obtida desde as menores concentracfes de corante
adicionadas, tem o potencial de alterar a coloracao interna dos insetos. Portanto, pode
ser uma importante ferramenta para estudos de movimentacgéo larval, bem como a
indicacao para a alimentac&o de agentes de controle biolégico.

Dentre os corantes testados, apenas Eosina — Nigrosina ndo possibilitou a
marcacdo de forma evidente das estruturas observadas, sendo elas o intestino,
hemolinfa e discos imaginais. Destaca-se que nao houve alteracdo na cor da dieta,
gue pode ser explicada pelo fato do produto comercial ter os ingredientes ativos em
baixa concentracdo (1% Eosina Y e 5% Nigrosina). No presente estudo foram
realizadas diluicbes com o produto formulado. Ressalta-se, todavia que o corante é
utilizado para a marcacdo de estruturas que contenham proteinas em fixacdo em
laminas (Sousa et al., 2013).

A marcacao das estruturas internas dos insetos em estagio larval foi obtida
guando estas foram alimentadas com os corantes Rodamina B, Azul de Metileno e
Coomassie. A diferenca de intensidade na marcacdo entre esses corantes foi
observada apenas na hemolinfa, sendo que a Rodamina B marcou de forma muito
evidente de vermelho e os corantes Azul de Metileno e Coomassie marcaram de azul,
porém de tonalidade mais clara, a hemolinfa. O sucesso na marcacdo dessas

estruturas se deve, em parte, a reentrada constante de corantes via alimentacao,
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oferecida ad libitum, pois os corantes, como todas substancias estranhas ao corpo
dos insetos, sdo excretadas, tanto pelo intestino médio, quanto pelos tubulos de
Malpighi (Nijhout, 1975). Dessa forma, a alimentacdo parcial desse estagio pode néao
evidenciar a marcagao.

A avaliacdo dos discos imaginais, além de comprovar a eficiéncia de marcagéao
de estruturas internas nas larvas, permite inferir sobre a capacidade de marcacéo de
partes do sistema reprodutor, pois € a partir desse conjunto de células que se originam
as genitalias em insetos adultos. Os discos imaginais sdo conjuntos de células,
inicialmente indiferenciadas, que estdo presentes em insetos imaturos e, embora
existam varios discos imaginais, foram considerados nesse estudo apenas os discos
imaginais genitais. No ultimo instar larval, as células que compf&em os discos
imaginais aumentam sua atividade e multiplicacdo, fazendo com que o tamanho da
estrutura aumente até a muda para pupa (Blair, 2009).

O corante Ponceau foi eficiente para a marcacao do intestino, mas nao da
hemolinfa e discos imaginais. A coloracdo das dietas com a adicdo de Ponceau foi
vermelho intenso em todas as concentracdes, 0 que permitiu que, ao passar pelo
intestino do inseto, o bolo alimentar evidenciasse a marcacao da estrutura. Por outro
lado, o fato do corante nao ter alcancado a hemolinfa ou discos imaginais, pode ser
explicado pela incapacidade deste corante em atravessar a membrana peritrofica que
reveste internamente o intestino médio, local de maior absor¢cado no tubo digestivo
(Holtof et al., 2019). A membrana peritrofica dos insetos apresenta poros pequenos,
medindo de 7,5 a 8,0 nm (Terra, 2001), enquanto as moléculas do corante Ponceau
sdo maiores que 30 nm. Dessa forma, ndo é possivel que o corante atravesse a
membrana, conforme relatado por Venkatesha et al. (2013) ao conseguirem reter o
corante utilizando de membrana com poros de 30 nm.

A excrecdo dos corantes € um ponto importante para compreender a
ineficiéncia de marcacdo das estruturas do inseto. Ingerir dieta artificial contendo
corantes, que sao compostos xenobiontes, altera a dinamica fisioquimica do inseto, o
que gera respostas bioquimicas para a excrecdo desses compostos, que tém
tendéncia a apresentar toxicidade (Fondren e Heitz, 1978). Nesse sentido, Nijhout
(1975), estudando lepiddpteros adultos, demonstrou que os corantes sdo degradados
em diferentes locais do sistema excretor dos insetos, e que tal excrecdo esta
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relacionada com o pH dos corantes. Corantes acidos, como o0 Ponceau e Rodamina
B, sdo excretados no intestino médio e por¢cdo média dos tubulos de Malpighi,
enguanto os corantes basicos, como o Azul de Metileno, sédo excretados nas por¢cées
média e proximal do tibulo de Malpighi (Nijhout, 1975). Porém, a excrecdo de alguns
corantes basicos, como o Coomassie, nao foi constatada, o que, segundo o autor, ndo
descarta que este seja excretado por outras vias, ou em condi¢cdes diferentes
daquelas presentes no estudo. No presente estudo foi observada a marcacao de
partes internas, como a hemolinfa, pela alimentacao larval com corantes. A reentrada
constante de corante permite que este, embora seja metabolizado, se apresente em
guantidades suficientes para evidenciar a marcacao (Barbosa e Peters, 1971).

Em relacdo aos espermatoéforos, a via de marcacdo ainda se apresenta como
um desafio. A ineficiéncia de marcacao pela alimentacéo larval pode ser explicada,
em sua maioria, pela excrecéo dos corantes pelos insetos (Nijhout, 1975), somado a
reducdo da alimentacdo e esvaziamento do intestino de insetos ao final do dltimo
instar larval, antes do estagio de pupa (Spranghers et al., 2018). Dessa forma, para
que o corante esteja presente no adulto, é necessario que ele alcance a fase pupal
absorvido em estruturas internas do inseto, como hemocele e discos imaginais.

Assim, sendo o espermatéforo, a estrutura a qual se busca marcar, composto
por proteinas (Heller et al., 1998), entende-se que os corantes devem, durante a fase
larval, que é a fase de acumulo de corante, se ligar a compostos proteicos. Nesse
sentido, a marcacao de espermatoéforos pelo fornecimento de dietas lipossoluveis as
larvas ndo permite a marcacédo, pois essas se ligam ao corpo gorduroso e ndo a
proteinas (Qureshi et al., 2006; Vilarinho et al., 2011). Porém, Hendricks e Graham
(1970) e Cantelo (1973) observaram a marcag¢do do espermatoforo de lepiddpteros
por corantes lipossoluveis, o que pode ser justificado pela alta concentracdo de
corante ligado ao corpo gorduroso dos insetos durante a fase de metamorfose,
fazendo com que algumas moléculas do corante se ligassem ao sistema reprodutor
do macho.

Com a marcacao de espermatoforos de insetos, € possivel, além de comprovar
a ocorréncia de acasalamento, determinar a origem do material genético do macho.
Esse fato € de grande importancia para estudos de fluxo génico, pois permite inferir

sobre a distancia em que os genes alcangcam e, assim, determinar o distanciamento
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maximo entre areas de refugio. Estudando a capacidade de dispersdo de S.
frugiperda, Vilarinho et al. (2011) demonstraram que o inseto adulto pode deslocar até
800 m e que, portanto, essa distancia assegura encontro de insetos resistentes e
suscetiveis. Porém, ndo foi avaliada a presenca de espermatéforos nas fémeas
coletadas, limitando a compreenséo da capacidade de dispersédo do material genético
dos insetos.

Embora o presente estudo nédo tenha avaliado a longevidade dos adultos,
caracteristica importante para a condugdo de experimentos a campo, visto que a
biologia do adulto ndo deve sofrer alteracbes pela presenca do corante, diversos
estudos apontam que a marcacao de adultos com corantes hidrossollveis ndo afeta
a longevidade de adultos (Gast e Landin, 1966; Vall et al., 1966; Heron, 1968; Sparks
e Cheatham, 1973; Strand et al., 1990; Garcia-Salaza e Landis, 1997).

A obtencdo da marcacdo de insetos imaturos pelo fornecimento de dieta
hidrossoluvel via alimentacdo no presente estudo serve de base para avaliacdo de
movimentacao larval de insetos, uma vez que permite a distingao de insetos marcados
e selvagens. Para tal, todavia, € necessario determinar a duracdo da marcagao apos
cessar o fornecimento de dieta artificial contendo corantes, bem como o
comportamento de dispersdo em relacdo a larvas criadas em dieta artificial sem
adicao de corantes.

Por fim, os ensaios realizados permitem marcar o corpo de larvas de S.
frugiperda, sobretudo o intestino, hemolinfa e discos imaginais pela adicdo de
corantes hidrossoluveis a dieta artificial. Ainda, a ndo marcacédo do espermatoforo
aponta para a necessidade de aprofundar os estudos para determinar quais corantes
e concentracdes sao adequados para corar a estrutura. Nesse sentido, o ineditismo
do uso de Eosina — Nigrosina, Ponceau e Coomassie aponta que embora eficientes
para a marcacao de proteinas, ndo apresentam potencial para marcacao da estrutura
em insetos via alimentacéo larval. Com a determinagao de corante eficiente para a
marcacao de espermatoforo, este deve ser empregado para estudos de fluxo génico
e determinacdo da distancia de areas de reflgio, apresentando o refinamento do

estudo de acasalamento.
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CAPITULO 3 — DINAMICA ESPACO-TEMPORAL DE ADULTOS DE Spodoptera
frugiperda EM AREA DE CULTIVO

RESUMO - A movimentacdo de insetos em maiores distancias se da na fase adulta,
em que insetos alados podem algar longos voos, como os migratérios. E também na
fase adulta que os insetos se acasalam, aumentando a variabilidade genética da
populacdo e assegurando a perpetuacdo do seu material genético. Assim, é
importante compreender como se da a dispersdo de adultos de Spodoptera
frugiperda, importante praga de cultivos agricolas, que tem o milho como cultura
hospedeira preferencial, durante o ciclo da cultura. Nesse sentido, o experimento deve
como objetivo determinar o padrdo de movimentacédo de adultos de S. frugiperda em
uma area de producdo de milho ao longo do ciclo da cultura, determinando o status
sexual das fémeas capturadas. Em uma area de 20 ha cultivada com milho foram
dispostas oito armadilhas do tipo bola funil, tendo volateis alimentares como atrativos
as mariposas, sendo quatro das armadilhas instaladas na parte interna da area de
cultivo e quatro na area externa, a fim de determinar a movimentacéo de chegada e
saida de insetos. Observou-se que os primeiros adultos chegaram a area assim que
as plantas de milho emergiram, colonizando a area e dando inicio a primeira geracao.
Os insetos da primeira coorte da area emergiram durante o estagio vegetativo do
milho, sendo capturadas, em grande maioria, fémeas acasaladas quando o milho
atingiu o estadio V8. Quando as plantas de milho atingiram o estagio reprodutivo nao
foram capturadas mais mariposas em areas de cultivo, enquanto na area externa
observou-se movimentacao de saida.

Palavras-chave: Dispersao, acasalamento, estagio reprodutivo, milho, lagarta-do-
cartucho
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3.1 INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), € uma praga polifaga e, dessa forma, pode completar o ciclo
em diversos ambientes agricolas ou naturais (Sparks, 1979; Carroll et al., 2006).
Como o sistema de cultivo em certas regides brasileiras envolve plantio de culturas
durante todo o ano, o inseto se beneficia pela presenca constante de hospedeiros.
Essa sucessédo de cultivos facilita a ponte verde, ou seja, a movimentacao de um
cultivo para outro no tempo e no espaco (Rosa et al., 2014). Nesse cenario, 0 manejo
de resisténcia de S. frugiperda deve considerar todo o sistema de cultivo e ndo apenas
uma safra, cultura ou propriedade.

Portanto, é necessario compreender a movimentacdo dos insetos entre areas
de producédo e o entorno. Uma vez que o deslocamento a longas distancias dos
insetos se d& pela fase adulta, é nessa fase em que estudos de dispersdo séo
realizados, sendo amostrados por meio de armadilhas, que podem ter varios
estimulos de atratividade, como feromdnio, luminosidade ou atrativos alimentares
(Carroll et al., 2006). Ao comparar a quantidade de insetos capturados nas mesmas
armadilhas ao longo do tempo tem-se a compreensdo da movimentacdo, que
abastecendo modelos matematicos, permitem a previsdo de surtos populacionais e,
assim, o posicionamento adequado das formas de controle.

A captura de insetos também pode fornecer informagdes como o status sexual
do inseto, que permite aplicacdo préatica, a campo, das predi¢cdes observadas em
ambientes controlados, como a maior movimentacéo de fémeas apds 0 acasalamento
em comparacdo as virgens (Sparks, 1979). O status sexual dos insetos que
apresentam maior mobilidade permitem ndo s6 compreender a origem da populagéo
de insetos nos estadios iniciais da cultura, mas também o momento adequado para o
emprego de taticas complementares de controle, como o comportamental, ndo apenas
na area de interesse, mas também nas lavouras vizinhas, a fim de ndo permitir a
chegada de insetos acasalados.

Ao compreender a dinamica da populacéo de adultos de S. frugiperda a campo,
poder-se-4 estimar o fluxo génico em pequena escala, ou seja, como o material

genético da populacdo que imigra para a area € passado para as proximas geracgoes,
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aumentando a variabilidade genética e, por consequéncia, como esse material
geneético pode se dissipar junto a populacédo emigrante da area. Esse conhecimento &
de grande importancia para a realizacdo do manejo de populacdes resistentes, pois
caracterizara a campo como se da a movimentagao dos insetos em relagdo ao status
de acasalamento.

Considerando o estagio fenologico das plantas em relacdo ao movimento dos
insetos, a atratividade das plantas a S. frugiperda ocorre no inicio do periodo
vegetativo, pela emissdo de volateis, que atraem, sobretudo, fémeas acasaladas
vindas de plantas presentes na paisagem, que buscam por hospedeiros viaveis para
o desenvolvimento da prole (Carroll et al., 2006; De Lange et al., 2020). Ja a
manutencdo tanto de machos quanto fémeas na area depende, direta ou
indiretamente, da estrutura das plantas, que devem prover alimento e abrigo para as
a geracao seguinte. Embora muito seja especulado, poucos séo os trabalhos que
apontam o comportamento dos insetos frente condicfes adversas ao desenvolvimento
da prole, como a ocorréncia de plantas em estagio reprodutivo.

Dessa forma, buscando compreender a movimentacdo de entrada e saida de
adultos de S. frugiperda em area de cultivo de milho e seu entorno, em estagio
vegetativo e reprodutivo de lavoura de milho, o experimento teve por objetivo
descrever o comportamento de movimentagcao de adultos de S. frugiperda, virgens e
acasalados, dentro e fora de sistema de cultivo de milho ao longo do desenvolvimento

da cultura.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido na cidade de Guataparad — SP, em pivd
com 250 m de raio, perfazendo area de aproximadamente 20 ha, com o hibrido AG
8088 PRO 2, expressando as proteinas inseticidas Cry 1A105 + Cry2Ab2, semeado
entre os dias 09/01/2021 e 12/01/2021, com espacamento de 0,8 m entre linhas e
densidade de 4,5 sementes ml. A area é cultivada em sucessdo de milho e
amendoim.

A coleta de adultos de S. frugiperda foi feita por oito armadilhas modelo bola

funil (ISCA Tecnologias®), contendo um cesto coletor de insetos composto por tela de
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sombreamento, sendo quatro armadilhas posicionadas na area de cultivo do milho e
quatro na area externa, a 50 m da area de cultivo (Figura 1).

Cana de agucar

£

Figura 1. Area de conducdo do experimento. Area de producéo de milho, ao centro,
conduzida em pivd e areas adjacentes com as devidas culturas
representadas. Armadilhas tipo bola-funil contendo atrativo alimentar
representadas por circulos amarelos.

As armadilhas foram instaladas 12 dias apd6s o plantio do milho, fixadas em
haste de madeira a 1,30 m do nivel do solo. A atra¢do dos adultos de S. frugiperda se
deu com atrativo alimentar (Acttra, ISCA Tecnologias Ltda®) indicado para a atracdo
de noctuideos. Dentro do cesto coletor de insetos acoplado a cada armadilha havia
um recipiente de 50 mL contendo chumaco de algoddo embebido em solucédo de
atrativo alimentar no qual foi diluido inseticida de ingrediente ativo metomil (2% do
produto comercial Metomil 215 SL NORTOX®), para causar a morte instantanea dos
insetos, evitando acasalamento no interior da armadilha.

A retirada dos insetos coletados pelas armadilhas e a reposicdo do atrativo
alimentar ocorreram semanalmente a partir dos 13 DAE (estadio V4) até os 80 DAE
(estddio R4), momento em que as o0s grdos atingiram maturidade e as plantas

iniciaram o processo de senescéncia. Junto a coleta de dados foi realizada a avaliacéo
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de injaria, utilizando como métrica a escala de Davis (1992). Os insetos retidos nos
cestos foram transferidos para potes de 100 mL com tampa (COPAZA®) identificados
de acordo com a armadilha referente. Os insetos capturados foram levados a
laboratério para a identificacdo de machos e fémeas de S. frugiperda pela
ornamentacdo das asas, quando possivel, ou pela observacdo do aparelho
reprodutor, bem como o status sexual das fémeas, com a contagem de
espermatoéforos contidos em cada uma. Os insetos foram dissecados utilizando pinca
de ponta reta (ESD-12), expondo a porgao interna do aparelho reprodutor das fémeas.
Ao localizar a bursa copulatrix, regido onde os espermatéforos sdo armazenados, a
presenca da estrutura reprodutora do macho foi observada visualmente. Comprovada
a presenca, a pelicula que compde a bursa copulatrix foi rompida e o nimero de
espermatéforos contabilizado.

O numero diario médio de adultos coletados em area de cultivo de milho e area
externa foi submetido a analise de variancia (ANOVA) (R Core Team, 2020). As
médias de insetos capturados por dia foram comparadas pelo teste de Tukey (P <
0,05), enquanto a comparacao da captura de insetos na area de milho e externa foi
realizada pelo teste F.

3.3 RESULTADOS

Foram coletados 232 adultos de S. frugiperda no periodo de 80 dias de coleta,
dos quais 128 foram coletados em area de milho e 104 foram coletados na area
externa, o que representa uma coleta 23% maior na area de milho. A quantidade total
de fémeas coletadas foi de 158 (68% do total), sendo que destas, 72% estavam
acasaladas.

A coleta realizada nos estadios iniciais das plantas de milho,
independentemente do local das armadilhas, apontou para maior captura de machos
em detrimento das fémeas. Ainda, a abundancia de fémeas virgens foi superior a de
fémeas acasaladas, sendo que esta categoria foi a primeira a ser detectada na area
de cultivo (Figura 2).

Com o desenvolvimento das plantas de milho, ao atingirem estadio V5 (20 dias

apos a emergéncia - DAE), foi observado aumento da captura de fémeas acasaladas
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na area de cultivo, seguido pelo aumento do numero médio de machos e fémeas
virgens capturados no momento em que as plantas apresentavam estadio vegetativo
V6 (Figura 2). O pico de coleta de fémeas acasaladas ocorreu enquanto as plantas
apresentavam estadio V8, seguido pela queda, na ordem de 65%, na amostragem
seguinte. A reducao no numero médio de insetos capturados em area de milho ocorreu
até o momento em que as plantas passaram para o estagio reprodutivo, a partir de
guando néo foram mais coletados insetos em area de milho. Por outro lado, a coleta
de insetos na area externa se deu até o estadio reprodutivo R4, demonstrando

movimentagdo de saida de insetos da area de milho (Figura 2).
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Figura 2. Nomero médio de adultos de S. frugiperda coletados, por data, em
armadilhas instaladas em éarea de cultivo de milho e area externa.
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Destaque para o estadio fenoldgico das plantas de milho no momento da
coleta dos insetos (V4, V6, V8 e R1). Barras verticais representam o erro
médio padréo.

O nivel de injuria das plantas de milho foi observado de acordo com o

desenvolvimento dessas, sendo avaliado semanalmente utilizando-se como padrédo a
escala de Davis, em que notas zero (0) representam plantas sem injdrias, notas um
(1) representam plantas com algumas raspagens nas folhas do cartucho e, em ordem
crescente, alcancando a nota nove (9), em que as folhas do cartucho estdo totalmente
destruidas. Toma-se, como nivel de controle, a nota 3 e, portanto, a figura 3 apresenta
a porcentagem de plantas de milho que apresentaram nota de injaria igual ou superior

a 3, 0 que representaria 0 momento de aplicacdo de estratégias de controle da fase
larval.
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Figura 3. Porcentagem de plantas de milho com notas de injdria igual ou superior a

3, utilizada como nivel de controle para lagartas de S. frugiperda na cultura.

Indicagdo do estadio fenoldgico das plantas representado abaixo do eixo
X.

O numero médio de espermatéforos por fémeas nao diferiu significativamente
a despeito do local (F1.13 = 0,165; P = 0,692) e do tempo (Fs13 = 2,307; P = 0,149),
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conforme verificado também pela analise da interacdo desses fatores (Fa,102 = 0,119;
P =0,975).

3.4 DISCUSSAO

A captura de adultos de S. frugiperda foi maior em &rea de milho que em area
externa. Isso decorre da atratividade exercida por volateis de milho aos adultos
migrantes de S. frugiperda, que tém as plantas de milho como principal hospedeiro,
sobretudo em uma area em que a paisagem nhao apresenta outras plantas
hospedeiras preferenciais. As fémeas tendem a buscar area de milho para realizarem
a oviposicao para garantir que a prole se desenvolva em substrato adequado (Carroll
et al., 2006; De Lange et al., 2020), enquanto os machos sao atraidos, sobretudo, pela
emissdo de volateis pelas fémeas (Kromann et al., 2015; Cheng et al., 2016).

Nesse sentido, a maior captura de fémeas em detrimento de machos pode
representar maior resposta de fémeas ao atrativo alimentar utilizado na armadilha,
pois o investimento de machos e fémeas quanto a alimentacdo na fase adulta é
distinta (Sparks, 1979). Machos de S. frugiperda tém como principal estimulo atrativo,
independentemente do status de acasalamento, o feromoénio sexual, o que implica que
0 inseto gasta sua reserva energética, acumulada durante a primeira noite apos a
emergéncia, buscando por fémeas para o acasalamento (Sparks, 1979; Kromann et
al., 2015).

Por outro lado, as fémeas da espécie se comportam de modo distinto, pois
acumulam reserva energética durante os primeiros dias ap0s a emergéncia, se
alimentando e aguardando a copula para entdo se movimentar (Sparks, 1979). Apos
a copula, apesar de ainda estarem disponiveis para o acasalamento e liberarem
feromonio, a hierarquia do comportamento passa a ter como prioridade a localizag&o
de substrato adequado para o desenvolvimento da prole e a obtencao de energia para
0 voo (Sparks, 1979; Thompson, 1988; Tuskes et al. 1996). Esse comportamento
corrobora o observado no presente estudo, em gque a coleta de fémeas acasaladas foi
maior que de fémeas virgens, nao implicando necessariamente em menor populacao

de virgens, mas na menor movimentagéo destas (Cheng et al., 2016).
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Ja a coleta realizada na area externa ndo decorre da atratividade da area
externa, mas sim da movimentacdo de insetos migrantes a partir das areas que
compdem a paisagem para a area de producdo de milho. Esse comportamento,
somado ao observado na coleta realizada no cultivo, comprova que a deteccdo de
insetos nessa area nao ocorre pela emergéncia local de adultos, e sim pela chegada
de insetos pelo voo.

A movimentacao de entrada de adultos migrantes de S. frugiperda na area de
milho se deu nos estadios iniciais do desenvolvimento das plantas. Conforme
observado, a populacéo de insetos coletados até o estadio V4 das plantas de milho
foi maior na area de producdo que na area externa, demonstrando que 0s insetos
foram atraidos para as plantas de milho e permaneceram na &rea. Essa
movimentacdo se deve muito provavelmente aos volateis liberados pelas plantas de
milho, que demonstram a presenca do hospedeiro e, portanto, um local propicio ao
desenvolvimento larval e a presenca de demais adultos da espécie, aumentando a
possibilidade de haver copula (Sparks, 1979; Koffi et al., 2021).

Essa movimentagdo permaneceu até o estadio V6 das plantas de milho, em
que a atratividade de plantas se manteve elevada. Isso decorreu, pois, plantas
apresentando poucas injurias, notas entre 0 (zero) e 2 (dois) sdo mais adequadas ao
desenvolvimento larval que aquelas com muitas injurias, ou seja, notas de injaria
maiores que 3 de acordo com a escala de Davis. Isso ndo ocorre a partir do estadio
V6, em que a porcentagem de plantas com nota igual ou maior a 3 aumenta, fazendo
com que as plantas passem a liberar volateis menos atrativos as mariposas e,
portanto, reduzindo a movimentacao de entrada de insetos na area (Téllez-Rodriguez
et al., 2014).

Uma vez que as plantas de milho deixam de ser altamente atrativas as
mariposas de S. frugiperda, o aumento populacional durante o restante do periodo
vegetativo se deve a emergéncia de insetos residentes, desenvolvidos na area. A
chegada de adultos de S. frugiperda n&o representa apenas a movimentacao de
insetos, mas infere também na oviposicdo de fémeas nas plantas, o que reflete na
eclosdo e desenvolvimento das larvas nessas plantas selecionadas pela fémea. Com
o desenvolvimento larval, a planta € utilizada como fonte de abrigo e alimento, sendo

total ou parcialmente destruida e, assim, liberando volateis especificos para a atracdo
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de inimigos naturais, que ao mesmo tempo sao repelentes as pragas (Davis et al.,
1999; Meagher e Nagoshi, 2004).

Como o ciclo de vida de S. frugiperda pode variar entre 22 e 30 dias de ovo a
adultos (Subedi e Ma, 2005; Du Plessis et al., 2020), os ovos depositados em plantas
de milho no inicio de seu desenvolvimento, deram origem aos adultos residentes a
partir do estadio V6. Para sustentar essa afirmacéo, as injarias as plantas de milho
(Figura 3) permitiram observar o0 aumento da porcentagem de plantas com notas igual
ou superior a 3 até o estadio V8. Vale destacar que a ocorréncia de lagartas de
instares avancados em plantas no inicio do cultivo corresponde a lagartas presentes
na area que sobreviveram em restos culturais e que, portanto, podem ter ocasionado
as notas de injuria observadas nas primeiras avaliacfes. Nesse momento observou-
se a sobreposicdo de geracdes, as primeiras sdo descendentes das primeiras
posturas realizadas nas areas e, portanto, estavam emergindo. Porém, as demais
geracdes (residentes), iniciadas por posturas realizadas durante o ciclo da planta,
cessavam a alimentacdo para passarem ao estagio pupa, que emergiram ao final do
periodo vegetativo.

Assim como observado durante a movimentacao de chegada de insetos a area,
a coleta de fémeas acasaladas foi maior que a coleta de fémeas virgens ou machos,
comprovando ndo apenas a alta mobilidade de fémeas ap6s o acasalamento, mas
também a atratividade destas aos volateis do atrativo alimentar utilizado nas
armadilhas. A coleta de insetos referente ao 40° dia apds a emergéncia das plantas
de milho demonstra o inicio da movimentacéo de saida dos insetos migrantes da area
de milho, sendo coletado maior nUmero de fémeas acasaladas na area externa em
comparacao com a area de milho. Insetos, em geral, ndo tem grande necessidade de
busca por recursos alimentares na fase adulta, que é considerada a fase de
reproducdo, sendo que a alimentacdo é fundamental durante a fase imatura,
principalmente larval ou ninfa (Tisdale e Sappington, 2001).

Interessante destacar, todavia, que diversos trabalhos que se utilizaram de
armadilhas luminosas para captura de lepiddpteros capturaram maior nimero de
machos do que de fémeas (Vilarinho et al., 2011; Cheng et al., 2016; Qureshi et al.,

2006). Portanto, a fonte de atrag&o (feromonio sexual, atrativo alimentar ou luz) deve
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ser considerada na experimentacdo e mesmo no manejo desses insetos em sistemas
agricolas.

A maior atracdo de machos a armadilhas luminosas se deve ao momento de
atividade de voo, que ocorre no crepusculo, sendo que ao responderem ao feroménio
sexual liberado pelas fémeas, os machos iniciam o voo. Porém, a presenca de
armadilhas luminosas faz com que estes busquem pela luz, aumentando a coleta de
machos, o que néo ocorre com armadilhas de atrativo alimentar, que usam o0 mesmo
orgéo do sentido para a deteccdo do ambiente externo (estimulos), preferindo assim
pela deteccédo do feroménio (Cheng et al., 2016).

Apoés as plantas de milho atingirem o estagio reprodutivo, observou-se reducao
na coleta de adultos na area de cultivo, em virtude da emisséo da flor masculina das
plantas, o pend&ao. Essa estrutura ocorre no lugar onde anteriormente existia o
cartucho, local de preferéncia para o desenvolvimento larval e, portanto, reduz a oferta
de abrigo aos insetos em desenvolvimento nas plantas (Davis et al., 1999; Meagher e
Nagoshi, 2004). A alteracdo morfologica das plantas aumenta a movimentacao dos
insetos, o que é comprovado pela auséncia de insetos coletados em &area de producéo
de milho somado a coleta de insetos, durante todo o estagio reprodutivo, na area
externa ao milho.

A presenca de plantas de milho ou seu estaddio de desenvolvimento n&o
interferiram no nimero de espermatoforos observadas nas fémeas acasaladas. Em
condicbes de campo, na qual o experimento foi realizado, fémeas de S. frugiperda
podem armazenar até 7 espermatoforos, sendo normalmente observados 2 ou 3 por
fémea (Murda et al., 2008; He et al., 2021). Esse resultado demonstra que, embora as
plantas de milho sejam atrativas a S. frugiperda, elas ndo afetaram o numero de
acasalamentos para essa espécie.

De acordo com os dados obtidos no cenario experimental, compreende-se a
dindmica de movimentacédo de S. frugiperda, identificando os momentos de entrada e
de saida da area de producédo de milho, bem como a implicacdo do desenvolvimento
da cultura e do ciclo do inseto sobre a flutuacao populacional. O momento de chegada
de insetos, sobretudo fémeas acasaladas, logo apds a emergéncia do milho deve ser
considerado no estabelecimento das estratégias de controle, ndo apenas na area de

cultivo, mas também nas areas adjacentes, de onde os insetos estdo migrando. Isso
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decorre, pois, esses insetos sao responsaveis pela primeira geracéo de S. frugiperda
gue podem causar injuria ao milho e, consequentemente, comprometer a producao.

A emergéncia de insetos na area de milho entre os estadios V6 e V8 permite o
controle com técnicas alternativas, como o controle comportamental, uma vez que
machos e fémeas virgens podem estar presentes. Nesse caso, a disrup¢ao do
acasalamento por meio da aplicacdo de feroménio pode contribuir para impedir a
ocorréncia de uma segunda geracdo na area, que aumentaria os danos as plantas e
geraria populacdo migrante ao final do ciclo. Com o desenvolvimento da cultura,
observa-se algo pouco explorado em estudos de movimentacédo, que € a populacéo
de adultos de S. frugiperda em milho em estagio reprodutivo. Isso nos permite
compreender o padrédo de dispersdo do inseto em ambiente inadequado para o
desenvolvimento da fase larval, em que se observa movimentacdo de saida dos
insetos, confirmando que eventuais ataques de larvas de S. frugiperda nesse periodo
nao se refere a novas populacoes.

Por fim, deve-se compreender melhor a movimentacao inicial de entrada de
insetos na area de milho. Amostragens antes da emergéncia das plantas permitem
entender o momento em que as plantas iniciam a atratividade de comprovar o status
sexual desses insetos ao adentrarem a area. Ainda, 0 uso de diferentes estratégias
de amostragem, utilizando armadilhas contendo atrativo alimentar associada a
armadilhas com feromonio ou armadilhas luminosas, aumentando a amostragem de
diferentes sexos. Visando a amostragem da area externa, o0 posicionamento das
armadilhas em distancias maiores permitira diferenciar, de forma mais precisa, a

movimentagao dos insetos entre as areas de cultivo e entorno.
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CAPITULO 4 — CAPACIDADE DE VOO DE ADULTOS DE Spodoptera frugiperda

RESUMO - O deslocamento de insetos é uma &rea de estudo em que a observagéo
direta do deslocamento a campo é um limitante, por necessitar de ferramentas que
determinem o posicionamento do inseto durante o voo. Apesar do surgimento de
tecnologias incipientes nesse sentido, a estimativa de capacidade de voo de voo,
comparando cendrios, é possivel através do uso de equipamentos de voo tutorado,
em que o voo do inseto é livre, ndo havendo possibilidade de pouso. Visando
extrapolar os resultados obtidos no estudo de deslocamento dos insetos a campo,
esse capitulo tem por objetivo comparar a capacidade de voo de machos e fémeas de
S. frugiperda, virgens e acasalados, na presenca de volateis de planta hospedeira e
atrativo sexual. Para isso, machos e fémeas foram submetidos aos tratamentos de
insetos virgens e acasalados, auséncia de presenca de volateis de plantas de milho
e, para os machos, auséncia ou presenca de feroménio e a juncdo dos fatores
feromodnio e volateis de plantas. O status sexual ndo afetou a capacidade de voo de
machos e fémeas. Na presenca de feromoénio, o tempo de voo de machos foi maior
que na auséncia de volateis ou na presenca de volateis de milho, mesmo que
juntamente ao feromonio. A velocidade ou distancia de voo de fémeas néo alterou
com a presenca de volateis de milho. Esses resultados sugerem que, mesmo com
iguais capacidades de voo, as fémeas virgens ndo priorizam a movimentacado por
fatores comportamentais.

Palavras-chave: flight mill, distancia de voo, tempo de voo, velocidade média
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4.1 INTRODUCAO

A movimentacao de insetos a longas distancias ocorre principalmente na fase
adulta, em que insetos alados alcam voos buscando alimento, individuos do sexo
oposto para coOpula ou por ambientes propicios ao desenvolvimento de sua prole
(Sparks, 1979; Ge et al., 2021). O padrao de dispersao desses insetos tem impactos
diretos na distribuicdo espacial da populacdo do inseto, influenciando a dinamica
espaco-temporal, fator que é considerado na tomada de decisdo para o controle de
pragas.

Sabe-se que o caminho percorrido pelos adultos é guiado principalmente por
estimulos visuais, como a presenca de luz, e olfativos, como a presenca de volateis
de plantas e feroménios (Robinet, David e Jactel, 2019). Porém, os estimulos podem
afetar de forma distintas os insetos de uma mesma espécie, como os feromonios,
substancias atrativas aos machos da espécie, que buscam por acasalamento, mas
que ndo atraem as fémeas (Robinet, David e Jactel, 2019). Por outro lado, os volateis
de plantas sdo mais atrativos as fémeas que machos, pois estas buscam por ambiente
adequado para ovipositar os ovos que dardo inicio a populagédo seguinte (Yactayo-
Chang et al., 2021).

A determinac&o da movimentacéo dos insetos a campo, sobretudo isolando os
fatores de atratividade, é um limitante. Para isso, equipamentos de voo tutorado,
denominados flight mill, sdo utilizados para comparar a capacidade de voo de insetos,
determinando distancia percorrida, tempo de voo e velocidade média (Naranjo, 2019).
Os dados obtidos por esse equipamento ndo correspondem necessariamente ao
descrito pelos insetos em condicdes de campo, onde os estimulos de deslocamento
sdo seguidos pelo pouso do inseto ao alcancar a fonte do atrativo, o que nédo é
possivel no voo tutorado. Dessa forma, a capacidade de voo em diversos cenarios é
comparada.

Além determinar a capacidade de voo dos diferentes sexos, também é
importante compreender a dinamica de voo entre os insetos com diferente status
sexual, que tem grande importancia em estudo ecolégicos, como o realizado do
capitulo 3. Embora a capacidade de voo tenha sido estudada entre machos e fémeas

virgens e acasalados, a interacdo com os estimulos externos nao foi determinada (Ge
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etal., 2021). Em estudos de resposta sensorial da antena dos insetos, esses estimulos
foram hierarquizados, sem ter sido estimada a resposta dos insetos em relacéo a
capacidade de voo (Saveer, 2012; Kromann et al., 2015).

A compreensao desses fatores permitira o refinamento dos estudos de manejo
de resisténcia de insetos, uma vez que a interagdo dos insetos com a paisagem é um
fator fundamental para sua dispersdo. Uma vez que o fluxo génico € diretamente
afetado pela movimentacdo dos insetos, determinar como o entorno afeta o voo de
adultos é fundamental.

Frente a necessidade de determinar a resposta de adultos de Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) aos estimulos sensoriais presentes
em area de producdo de milho, o presente estudo objetivou comparar a capacidade
de voo de machos e fémeas de S. frugiperda, virgens e acasalados, tendo como
variaveis a presenc¢a ou ndo de volateis de milho ou feromdnio liberado por fémeas

virgens e sua associacao.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Insetos

Os insetos utilizados no experimento foram obtidos de posturas de S. frugiperda
retiradas de criacdo mantida em laboratorio por periodo superior a dez anos. As
posturas foram lavadas em solu¢des de formaldeido (10%), Agua destilada e sulfato
de cobre (1%), por trés segundos em cada solugcéo. Apds secarem, as posturas foram
colocadas em pote plastico de 100 mL com tampa, contendo 4 cm3 de dieta artificial
(Vilela et al., 2014). Apés a eclosao, as larvas foram mantidas no mesmo recipiente
até o quinto dia.

Posteriormente, as larvas foram individualizadas em placas de Petri (6,0 cm
didmetro x 2,0 cm altura) contendo aproximadamente 2 cm3 de dieta artificial, em
condi¢des controladas (25 + 2°C; UR 70 = 10%; Fotofase 12h) até o final do periodo
larval. ApGs a formacado das pupas, estas foram separadas por sexo pela observacao
de caracteres morfologicos ao final do abdémen, conforme Butt e Cantu (1962), sendo
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as pupas armazenadas em gaiolas separadas de acordo o sexo, gerando adultos
virgens.

Os adultos, anteriormente a instalacdo dos ensaios, foram mantidos em gaiola
de policloreto de vinila (PVC) de 20 cm de altura e 10 cm de diametro, forrado
internamente por papel sulfite, utilizado como substrato de oviposigéo, e fechado por
tecido do tipo voile, sobre o qual foi oferecida solugcdo de mel (10%) embebida em
chumaco de algodao. Apds a emergéncia dos adultos, foi instalada uma terceira gaiola
da mesma coorte, na qual 8 casais foram formados, para fornecer insetos acasalados

ao experimento.

4.2.2 Preparacao dos insetos

Adultos de S. frugiperda, entre 3 e 6 dias apds a emergéncia, por apresentarem
mesma capacidade de voo (Jiang, Luo e Sappington, 2010), foram retirados da gaiola
de criacdo de adultos e imobilizados por suc¢cdo em mangueira ligada a uma maquina
de vacuo a pressao de aproximadamente 130 mm Hg. A pressao negativa exercida
pelo vacuo manteve os insetos parados, embora ainda movimentassem as asas.
Inicialmente retirou-se as escamas presentes no mesonoto com o auxilio de um pincel
n° 2 de cerdas finas. Apos a limpeza, foi espalhado sobre o mesonoto uma fina
camada de cola instantinea a base de etilcianoacrilato (Tekbond® adesivo
instantaneo n° 3).

Imediatamente ap0s a aplicagdo da cola instantdnea, uma agulha (Milward
Darning n° 8) era fixada ao mesonoto por uma gota, de aproximadamente 3 mm de
diametro, de cola termocola a base de silicone e resinas plasticas (Tilibra®). Nesse
momento, a bomba de vacuo era desligada e, apos 5 segundos da fixacdo da agulha,
0 inseto era retirado da mangueira de vacuo e levado ao flight mill, em que a agulha
era acoplada a extremidade da haste que compde o0 equipamento.

4.2.3 Coleta de dados

O voo tutorado de S. frugiperda foi conduzido em flight mills. O equipamento

consiste de uma haste metalica de 30 cm fixada, no ponto central, a um eixo vertical
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estatico, sobre o qual a haste se move livremente no eixo horizontal impulsionada pelo
movimento dos insetos. Uma segunda haste, de 4 cm, fixada logo abaixo da haste
maior e, portanto, descrevendo o mesmo movimento, contém um ima, que a cada
volta responde ao impulso elétrico emitido por um sensor ligado a um médulo e, assim,
cada passagem do ima (360°) corresponde a distancia percorrida de 0,942 m.

O moédulo de coleta de dados utilizado permitiu a obtencdo da distancia
percorrida (m), velocidade (m s*) e tempo (s), total e por voo. Os dados foram
transmitidos a um software instalado em computador posicionado na parte externa da
sala de conducéo dos experimentos, para que os dados fossem armazenados em
software.

Uma vez que o voo de S. frugiperda ocorre preferencialmente no periodo
noturno, iniciando no crepusculo (Sparks, 1979), os ensaios foram realizados durante
a escotofase. A coleta de dados se iniciou as 17:00 h e foi encerrada as 07:00 h,
compreendendo o periodo noturno (18:00 as 06:00), acrescido de uma hora antes e

uma hora apos o periodo noturno (Caixeta, 2014).

4.2.4 Delineamento

Para determinar a capacidade de voo de insetos de diferentes sexos e status
sexuais na presenca ou auséncia de plantas de milho, foram conduzidos ensaios em
sistema fatorial 2 x 2 x 4, sendo os fatores compostos pelo sexo (macho e fémea),
status sexual (virgem e acasalado) e os cenarios (1. auséncia de volateis, 2. volateis
de milho, 3. feromdnio sexual e 4. volateis de plantas e feroménio sexual). Como cada
cenario somente poderia ser avaliado individualmente por conta da quantidade
limitada de equipamentos (flight mills), os quais estavam instalados numa mesma
sala, varios ensaios foram realizados e agrupados, conforme proposto por
Schumacher et al., (1997) e El-Shafie, Mohammed e Algahtani (2022). Para cada sexo
e status de acasalamento foram adotados 30 insetos, sendo que cada inseto

representou uma repeticao.

4.2 5 Anédlise estatistica
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Os dados de velocidade média de voo, distancia percorrida e tempo de voo
para machos e fémeas, virgens e acasalados, foram analisados usando modelos
mistos (PROC MIXED, SAS Institute). Foram feitas corre¢cdes sempre que nao houve

homocedasticidade das variancias.

4.3 RESULTADOS

Machos virgens e acasalados de S. frugiperda ndo apresentaram diferencas
quanto ao tempo de voo (F1,1s9= 1,92; P=0,170), distancia percorrida num periodo de
14 h (F1,150= 1,46; P=0,231) ou velocidade média de voo (F1,159= 0,03; P=0,860). Por
outro lado, verificou-se diferenca significativa para o tempo de voo (Fs150= 2,70; P=
0,049) e velocidade média (Fs,159= 4,08; P=0,008) de machos, independente do status
sexual, sendo que a presenca do feromdnio sexual no ambiente causou incremento
de 146,74% do tempo de voo e reducao de 18,91% na velocidade (Tabela 1 e Figura
1). Para os insetos virgens na auséncia de estimulos olfativos o tempo de voo médio
foi de 1032,39 s, distancia percorrida de 527,27 m e velocidade média de 0,70 m s

As fémeas, de forma semelhante, ndo apresentaram diferenca em relacdo ao
tempo de voo (F1,159= 0,47; P=0,494), distancia percorrida (F1,1s9= 0,64; P= 0,452) ou
velocidade média de voo (F1,1s0= 3,54; P= 0,064). Ainda, diferentemente dos machos,
a presenca de milho ndo causou alteracéo significativa no tempo de voo (F1,1s0= 0,04;
P=0,840), distancia percorrida (F1,159= 0,79; P= 0,378) ou velocidade média de voo
(F1150= 0,53; P= 0,469) das fémeas a despeito do status sexual (Tabela 2, Figura 1).
Para as fémeas virgens na auséncia de volateis de milho o tempo de voo médio foi de

6548,79 s, distancia percorrida de 4105,96 m e velocidade média de 0,62 m s™.

Tabela 1. Aspectos do voo de machos virgens e acasalados de Spodoptera frugiperda
em diferentes cenarios contendo estimulos olfativos. Tempo total de voo (s),
distancia total percorrida (m) e Velocidade média (m s2).

Status sexual/estimulo Tempo Distancia Velocidade

Sséf‘(L“; Vilgem 224816+ 374,99 a  1208,50 + 268,16 a 0,64 + 0,02 a
Acasalado  2918,28 + 507,16 a  1605,58 £ 299,93 a 0,67 £0,03 a

Estimulo Auséncia de

) P 1493,80 + 368,70 b 907,71 +228,52 a 0,74+0,04 a
olfativo volateis



Feromoénio
Milho
Feromonio +
Milho
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3685,88 + 785,45 a  2083,93+£568,59 a 0,60+0,02 b
2331,87 £ 533,50 ab 1037,42+217,63 a 0,68 0,04 ab

2828,86 £ 650,92 ab 1478,66 +£394,43 a 0,57 +£0,03 ab

Médias seguidas por letras diferentes na coluna diferem entre si quanto ao teste de Tukey (P<0,05).
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Figura 1. Resposta de fémeas e machos de Spodoptera frugiperda a auséncia de

estimulos olfativos; volateis de milho; feromdnio sexual e volateis de milho
+ feromdnio sexual, em funcdo do tempo de voo, distancia percorrida e
velocidade média.

Tabela 2. Aspectos do voo de fémeas virgens e acasaladas de Spodoptera frugiperda

em diferentes cenarios contendo estimulos olfativos. Tempo total de voo (s),
Distancia total (m) e Velocidade média (m s™2).

Status sexual

IEsti Tempo Distancia Velocidade
stimulo
Status  Virgem 5888,76 + 1088,77 a 3478,87+716,16 a 0,65+0,02 a
sexual
Acasalado 4785,69 +1089,46 a 2658,65+822,32 a 0,57+0,03 a
Milho  Ausente  5547,46 + 1079,38 a 3552,23+887,92 a 0,62+0,03 a
Presente  5243,11 + 1115,18 a 2671,62+615,16 a 0,61+0,03 a

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo

teste F (P<0,05).
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4.4 DISCUSSAO

O status sexual de machos e fémeas de S. frugiperda nao afeta a capacidade
de voo a despeito da presenca ou ndo de volateis ambientais (plantas de milho) ou
sociais (feromdnio sexual). Embora espera-se que machos virgens apresentem maior
sensibilidade a presenca de feromonios que os acasalados, isso ndo ocorre a partir
de 24 h ap6s o acasalamento, mesmo havendo alteracdes fisioldgicas no sistema
sensorial (Saveer, 2012; Kromann et al., 2015).

Isso se deve a possibilidade de mdultiplas cépulas na espécie e, portanto,
independentemente do status sexual, os machos devem estar aptos a localizar as
fémeas para realizarem a copula (Schmidt-Busser, 2009). Nesse sentido, também néo
houve interferéncia do status sexual de machos para a capacidade de voo quando na
presenca de volateis de milho. E possivel que esse comportamento se deva a
necessidade de localizacdo do milho pelo macho, com o objetivo de identificar area
com maior probabilidade de localizacdo de fémeas. Assim, a resposta dos machos
aos volateis ambientais e sociais em relagdo ao status sexual, seguem o mesmo
padrao (Jiang, Luo e Sappington, 2010; Ge et al., 2021).

A presenca de semioquimicos pode afetar a capacidade de voo de machos de
S. frugiperda. O incremento do tempo de voo de machos na presenca de feromoénio
sexual esta diretamente ligada a reducéo da velocidade de voo nesse cenario, 0 que
€ possivelmente o tipo de resposta exibida por machos de S. frugiperda sobrevoando
locais com a presenca de fémeas. Nossa hipétese é que, contrariando o observado
com voléateis de milho, ao detectarem a presenca de feroménio, 0s machos passam a
buscar diretamente o inseto que esta liberando o odor, visto que € a localizacdo do
inseto que permite a copula. Estima-se que os voos relacionados ao forrageamento
estdo ligados a dois fatores, um deles é a reducado da velocidade e o outro o aumento
do angulo de voo, fazendo com que o inseto durante o voo tenha menor deslocamento
espacial, cobrindo de forma mais eficiente a area sobrevoada. Por outro lado, voos

com maior velocidade e menor angulo de voo descrevem voos migratorios.
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Esse comportamento foi demonstrado em estudos visando compreender a
resposta de machos de S. frugiperda a presenca de feroménio, em que observaram
gue dois comportamentos podem ser desencadeados, a excitacdo sexual e a
anemotaxia, comportamento em que os insetos se orientam utilizando correntes de ar
como pistas direcionais (Miller e Roelofs, 1978; Pontes, 2010). Em estudos de voo
tutorado a anemotaxia ndo sé estimula o inicio do voo, mas também a manutencéo
do voo, que faz com que quanto maior o estimulo, maior o tempo de voo (Miller e
Roelofs, 1978).

Por outro lado, a associacdo do feroménio aos volateis de milho reduziu o
estimulo observado com o oferecimento isolado do feroménio, o que é justificado pelo
tipo de comportamento que a deteccéo do estimulo pode gerar aos insetos. Os insetos
possuem dois subsistemas olfativos, o principal, que processa informagcdes dos
volateis ambientais, como os emitidos pelas plantas hospedeiras, e 0 subsistema
acessorio, voltado para detectar informacdes sociais, como feromoénios sexuais
(Christensen e Hildebrand, 2002).

Independentemente do subsistema utilizado, a deteccdo dos estimulos é feita
pela degradacéo dos volateis por enzimas especificas presentes nas antenas e essas
enzimas sdo produzidas por genes especificos. Assim, a resposta aos volateis é
reduzida na presenca de volateis ambientais pois 0s genes que sdo mais expressos
na presenca de feroménio sao inibidos na presenca de volateis de plantas (Dickens
et al. 1993; Loughrin et al. 1994; Dunkelblum et al. 1987; Durand et al. 2011; Party et
al., 2013; He et al., 2014; Wan, Qian e Du, 2015).

A presenca de volateis liberados por plantas de milho ndo alterou a capacidade
de voo de fémeas de S. frugiperda. Assim como observado para os machos, a
deteccdo de volateis por insetos, mesmo que gere respostas fisiologicas, pode nao
refletir diretamente na capacidade de disperséo dos insetos. Nesse sentido, a hipotese
de que fémeas apresentassem alteracdes na capacidade de voo frente a presenca de
volateis de milho foi refutada, o que € justificado pela elevada presenca de sensilas
especificas nas antenas desses insetos (Ramachandran et al. 1990, Rojas 1999,
Fraser et al. 2003; Malo et al.,, 2004; Durand et al., 2011), pela necessidade de
encontrarem local adequado para o desenvolvimento da prole e, entéo, realizarem a

oviposicéo (Sparks, 1979).
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Porém, além do tipo de resposta no inseto, a composicao dos volateis também
€ um fator de grande importancia, pois a presenca de compostos repelentes, como 0s
compostos decorrentes do ataque de herbivoros, pode inibir a ativacdo das sensilas
para a deteccdo dos volateis ambientais (Zakir et al., 2013; Beyaert e Hilker 2014;
Borrero-Echeverry et al., 2015; Hatano et al. 2015; Yactayo-Chang et al., 2021). Nesse
sentido, foi demonstrada a atratividade de fémeas de S. frugiperda para oviposicéo
em plantas intactas sobre plantas injuriadas (Téllez-Rodriguez et al., 2014). Esses
resultados ressaltam a necessidade de compreender a respostas relacionadas a
capacidade de voo de fémeas de S. frugiperda expostas a volateis de plantas intactas
ou injuriadas por larvas de herbivoros.

Este trabalho permite inferir que machos e fémeas, virgens ou acasalados, de
S. frugiperda, tém o potencial de identificar a presenca de areas de milho e, assim,
migrarem para essas areas, respondendo aos estimulos ambientais (vide capitulo 3).
Ao colonizarem a area de milho, os machos passam a responder mais ativamente ao
feromonio sexual emitido pelas fémeas, embora a resposta seja maior em ambientes

sem a presenca de volateis de milho, facilitando o encontro entre machos e fémeas.
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CAPITULO 5 - DETERMINACAO DO STATUS SEXUAL DE MACHOS DE
Spodoptera frugiperda COMO BASE PARA O MANEJO DE
RESISTENCIA DE INSETOS

RESUMO - A dindmica de acasalamento é um fator importante para o manejo de
resisténcia de insetos, pois determinar o status sexual de insetos em deslocamento e
a fertilidade que apresentam pode permitir 0 cruzamento entre insetos resistentes e
acasalados e, assim, reduzir o avanco da resisténcia de populacdes de insetos.
Assim, o presente trabalho teve o objetivo de determinar ferramenta para a deteccao
do status do acasalamento de machos de S. frugiperda e a implicacéo do status sexual
prévio ao acasalamento na fertilidade das fémeas. Para isso, dois ensaios foram
conduzidos, sendo que o primeiro constou de dois tratamentos, um com insetos
machos isolados das fémeas e outro em que os machos foram acondicionados juntos
de fémeas, para que copulassem. O segundo constou da formacdo de casais em
sequéncia, utilizando o mesmo macho, para determinar a fertilidade de fémeas
acasaladas com machos de status sexual prévio diferentes (virgem e acasalados). O
primeiro ensaio comprovou a possibilidade de deteccédo do status de acasalamento
dos machos por dissecagdo destes. O segundo ensaio comprovou que ndo ha
diferenca de fertilidade de fémeas acasaladas com machos previamente virgens ou
acasalados. Ainda, foi possivel determinar, pela coloragdo do espermatéforo, o status
sexual do macho previamente a copula.

Palavras-chave: espermatéforo, ducto ejaculatério, espermatozoide
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5.1 INTRODUCAO

A compreensdo de aspectos ecoldgicos de insetos se baseiam, entre outros
fatores, nos comportamentos de dispersao e acasalamento (Southwood e Henderson,
2000). Conhecer a interacao desses fatores permite inferir a respeito do fluxo genético
dos insetos, fornecendo bases fundamentais para a elaboracdo de estratégias de
manejo de resisténcia de insetos as taticas de controle.

O conhecimento da dispersédo de insetos-praga tem sido constituido por meio
de estudos de marcacéao-liberacédo-captura. Esses estudos se baseiam na liberacéo
de insetos marcados externa ou internamente em um local conhecido na paisagem,
sendo as armadilhas para captura distribuidas em locais determinados, de forma que
permitam capturar 0 maior numero de insetos, estimando sua capacidade de
deslocamento em condi¢cdes naturais. Muitos estudos nesse sentido foram realizados
com lepiddpteras, sobretudos as espécies que causam prejuizo aos cultivos. Dentre
esses, destacam-se Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) e
Ostrinia nubilalis (Hubner) (Lepidoptera: Cambridae), pragas importantes no cultivo do
milho no Brasil e Estados Unidos, respectivamente (Hunt et al., 2001; Vilarinho et al.,
2011).

Embora esses estudos tenham sido fundamentais para determinar o
deslocamento dos insetos, e até mesmo para a construcdo de bases para a
determinacao do status sexual de fémeas (Hunt et al., 2001), os estudos néo tiveram
por objetivo avaliar o status sexual dos machos capturados. Portanto, os resultados
desses estudos apontam de forma parcial a forma em que ocorre o fluxo génico.

Por outro lado, o status sexual dos insetos, especialmente de fémeas, foi
explorado em condi¢Bes laboratoriais, baseando-se na presenca ou auséncia de
espermatéforos no interior do sistema reprodutor de fémeas. Esses estudos apontam
se a fémea havia ou ndo acasalado até o momento da avaliacdo, podendo até mesmo
inferir sobre a quantidade de acasalamento realizados (Snow e Carlysle, 1967).
Embora o status sexual de fémea tenha sido explorado e o conhecimento tenha sido
largamente difundido, 0 mesmo ndo aconteceu com insetos machos, que possuem

apenas algumas descricBes acerca das diferencas morfolégicas internas existentes
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entre insetos virgens e acasalados (Snow e Carlysle, 1967; LaMunyon e Huffman,
2001; Seth et al., 2002).

A avaliacdo do acasalamento também apresenta importante caracteristica a
respeito da ecologia desses insetos, uma vez que os espermatéforos transferidos por
machos no primeiro acasalamento apresentam coloracdo distinta daqueles
transferidos por machos anteriormente acasalados (Snow e Carlysle, 1967). Essa
possibilidade de distingdo permite identificar padrdes na preferéncia de acasalamento,
somando aos demais fatores no estudo ecoldégico.

Esses conhecimentos técnicos permitem a elaboracdo de estimativas de
movimentac&do do material genético dentro da populacéo. A deteccéo do status sexual
de machos determina, inicialmente, a hierarquia de estimulos, determinando se o
inseto acasala antes ou apds 0 voo. Ao relacionar esses resultados ao comportamento
de fémeas, pode-se prever a movimentacdo de insetos na area em relacéo ao status
de acasalamento e, assim, refinar a tatica de manejo de resisténcia por uso de areas
de refagio.

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo identificar e ilustrar a diferenga
na morfologia interna de machos de S. frugiperda virgens e acasalados, bem como
caracterizar, com vistas a fertilidade, o potencial de espermatéforos produzidos por
machos virgens ou previamente acasalados em situacao simulada de campo, visando

construir ferramenta para a compreensao do fluxo génico da espécie.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1Ensaio 1

Para a obtencédo da populacéo utilizada no experimento, foram coletadas cinco
posturas de S. frugiperda de criacdo mantida em laboratério por periodo superior a
dez anos. As posturas foram lavadas em solu¢des de formaldeido (10%), agua
destilada e sulfato de cobre (1%), por trés segundos em cada solucdo. Apos secarem,
cada postura foi colocada em um pote plastico de 100 mL com tampa, contendo 2 cm3
de dieta artificial (Vilela et al., 2014). Apos a ecloséo, as larvas foram mantidas no

mesmo recipiente até o quinto dia.
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Posteriormente, as larvas foram individualizadas em placas de Petri (6,0 cm
diametro x 2,0 cm altura) contendo 4 cm3 de dieta artificial, em condi¢cdes controladas
(25 = 2°C; UR 70 = 10%; Fotofase 12h) até o final do periodo larval. ApGs a
empupacao, estas foram separadas por sexo pela observacdo de caracteres
morfolégicos ao final do abdémen, conforme Butt e Cantu (1962), sendo as pupas
armazenadas em gaiolas separadas de acordo o0 sexo.

Apés a emergéncia dos adultos, os tratamentos foram instalados, sendo que
para o tratamento 1, trés insetos (um macho e duas fémeas) foram acondicionados
em uma gaiola formada por um copo plastico de 770 mL (10 cm diametro superior x
6,5 cm diametro inferior x 15,5 cm altura) (Copaza®), fechados por voile, sobre o qual
foi ofertada solucdo de mel (10%) embebida em chumaco de algodao. Para o
tratamento 2, foram colocados 10 machos em uma gaiola, visando otimizar espaco,
sem comprometer o comportamento dos insetos (Figura 1). O tratamento 1 contou
com 15 repeticdes, representadas por 15 gaiolas contendo trés insetos cada, para
cada data de avaliagcdo, enquanto o tratamento 2 contou com 10 repeticdes

representadas por uma gaiola contendo 10 machos para cada data de avaliacao.

Ensaio 1
Avaliagdo  Avaliagdo Avaliagdo
dial dia 2 dia 12
= B )
Tratamento 1 ﬁ & ......... ﬁ
“Casal” A £ A
15 repeticdes 15 repetigdes 15 repeticdes ﬂ Macho
G
ﬁ Fémea
ANy el u“' =
Tratamento 2 — — —
. s s sl
“Solteiro” e w e
= = =

10 individuos 10 individuos 10 individuos

Figura 1. Esquema dos tratamentos utilizados para a determinagéo do status sexual
de machos de S. frugiperda.

Para compreender a diferenca morfologica entre machos virgens e acasalados

durante o ciclo de vida do macho, as avaliacdes foram realizadas durante 12 dias,
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compreendendo a idade média de vida dos adultos de S. frugiperda. Assim, em
intervalos de 24 h todos os insetos contidos nas gaiolas correspondentes a cada data,
tanto do tratamento 1 quanto do tratamento 2 foram avaliados. Para os machos, a
retirada do aparelho reprodutor se deu com o auxilio de pin¢a de ponta reta (ESD-12).
A exposicado dos ductos ejaculatérios permitiu avaliar as estruturas que armazenam
0S espermatozoides, com a observacédo da coloracao realizada seguindo o diagrama
de Munsell (Munsell Soil Color Company, 1950). As observacdes da estrutura se
deram a olho nu, com confirmagdo em estereomicroscopio. As fémeas foram
avaliadas quanto a presenca de espermatoforo para a confirmacao do acasalamento
por meio da retirada da bursa copulatrix, com o auxilio de pinca de ponta reta (ESD-

12), observando a eventual presenca de espermatéforo.

5.2.2 Ensaio 2

Para o segundo ensaio, a obtencao da populacdo se deu de forma semelhante
ao realizado para o ensaio 1. As pupas também foram separadas por sexo pela
observacéo de caracteres morfoldgicos ao final do abdémen, conforme Butt e Cantu
(1962) e armazenadas em gaiolas de acordo com o sexo. Apds a emergéncia dos
adultos, os tratamentos foram instalados. O primeiro tratamento, contendo machos
virgens, se baseou em um macho e uma fémea alocados em uma Unica gaiola.
Utilizou-se, portanto, copo plastico de 770 mL (10 cm didmetro superior x 6,5 cm
diametro inferior x 15,5 cm altura) (Copaza®), fechados por voile, sobre o qual foi
ofertada solucéo de mel (10%) embebida em chumaco de algodao. Internamente, os
copos foram forrados com papel sulfite, utilizados pelas fémeas como substrato para
oviposicéo,

Ap6s um periodo de 48 h da montagem do tratamento 1, as fémeas foram
transferidas para outra gaiola, onde foi mantida até o momento em que realizou a
segunda postura de ovos. O periodo de 48 h foi adotado para o tratamento 1 por ter
sido o tempo necessario para copula, conforme observado no ensaio 1. Entéo, junto
ao macho que compunha o tratamento 1 foi adicionada uma nova fémea, formando o
tratamento 2, no qual um macho previamente acasalado formou um casal com uma

fémea virgem. Apoés 24 h da instalacédo desse tratamento, a fémea foi acondicionada
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em outra gaiola até o momento em que realizou a segunda postura de ovos, de modo
semelhante ao tratamento 1 (Figura 2). Nesse momento os machos foram avaliados
guanto ao status sexual. As fémeas, apos realizarem a segunda postura também

foram avaliadas quanto ao status sexual.

Tratamento 1 Tratamento 2
“Macho virgem” “Macho previamente
acasalado”

48 horas

) w /’__\ m MaChO 1 > AValia(;éO do
% Macho 1 % status sexual
W Fémea 1 W Fémea 2

25 repetigoes 25 repetigdes
48 horas 24 horas

Fémea 1 - » Avaliagdo do Fémea 2 - » Avaliagdo do
Oviposi¢ao status sexual Oviposi¢ao status sexual
\ / \ 4
Postura de Postura de
duas massas duas massas
de ovos de ovos

Figura 2. Esquema dos tratamentos utilizados para a fertilidade de fémeas de S.
frugiperda acasaladas com machos previamente virgens ou acasalados.

Para a avaliacdo do status sexual dos machos, a retirada do aparelho
reprodutor se deu com o auxilio de pinga de ponta reta (ESD-12), sendo a avaliagéo
realizada conforme o ensaio 1. As fémeas, ap0s a segunda postura, foram avaliadas
guanto a presenca de espermatoforo para a confirmacgédo do acasalamento por meio
da retirada da bursa copulatrix e observacdo da presenca de espermatéforo. Para
determinar a fertilidade das fémeas apés o periodo com os machos, as duas primeiras
posturas de cada fémea foram coletadas e colocadas individualmente em potes de

100 mL com tampa (Copaza®), sendo a quantidade de ovos inferida via contagem
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direta com o auxilio de estereomicroscopio e as larvas, 24 h apés a eclosao,

contabilizadas.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Ensaio 1

A coloragdo dos ductos ejaculatérios dissecados de machos de S. frugiperda
variou de amarelo/marrom a vermelho/marrom (Figura 3), 24 h apds a emergéncia do
adulto, tanto no tratamento sem a presenca de fémeas (Figura 3A) quanto na presenca
de fémeas (Figura 3B). Para o tratamento na presenca de fémeas, essas foram
dissecadas e confirmaram que durante as primeiras 24 h ndo houve acasalamento.
Nas avaliagbes seguintes, em que os machos haviam acasalado, foi possivel
constatar a diferenca de coloracédo entre o ducto ejaculatério de machos virgens e
acasalados, sendo que os machos acasalados apresentam ducto ejaculatorio com

auséncia de coloracao, ou seja, transparentes (Figura 3C).
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Figura 3. Parte do aparelho reprodutor de machos de S. frugiperda. Virgens na
auséncia de fémeas (A), virgens na presenca de fémeas (B) e acasalados
(C), com destaque para coloracéao do ducto ejaculatério (seta).

Para constatar o acasalamento entre machos e fémeas que compunham o
tratamento com presenca de fémea, foi observada a presenca de espermatéforo no
sistema reprodutor de fémeas de S. frugiperda, especificamente na bursa copulatrix,
estrutura na qual os espermatéforos sao armazenados. Ainda, observou-se que essas
estruturas apresentavam dois principais padroes de cores, sendo que aqueles de
coloracdo amarela mais intensa (Figura 4A) (2,5Y 8/8 do diagrama de cores de
Munsell) foram provenientes de machos virgens e 0s espermatoforos transparentes
(Figura 4B) (2,5Y 8/1 do diagrama de cores de Munsell) foram provenientes de

machos previamente acasalados.

Figura 4. Espermatoforos de S. frugiperda. (A) Espermatéforo retirado de fémea
acasalada com macho virgem. (B) Espermatéforo retirado de fémea
acasalada com macho anteriormente acasalado.

O acasalamento de adultos de S. frugiperda se iniciou no segundo dia apés a
emergéncia dos machos (Figura 5). Observou-se nessa avaliagdo que 69,23% das
fémeas receberam apenas um espermatoforo, sendo este de coloracdo amarelo
intensa, o que permite afirmar que o primeiro espermatoforo transmitido pelos machos
apresenta este padrdo de coloracdo. As fémeas avaliadas entre 2 e 12 dias apos a
emergéncia (DAE) dos machos, continham, em média, um espermatoforo de
coloracdo amarelo escura, sendo observado no maximo dois destes espermatoforos.

A segunda cépula, observada pela transmissdo do segundo espermatoéforo, teve a
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primeira ocorréncia no segundo DAE, alcancando estabilidade a partir do terceiro
DAE, mantendo-se proxima a 50% até o 12°. DAE (Figura 5).

100
S 80
S 60
(@]
@
£ 40
o
S 20
0 L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias ap6s emergéncia
Machos acasalados Fémeas acasaladas
Espermatoéforos escuros Espermatoéforos transparentes

Figura 5. Status sexual de machos e fémeas durante o ciclo de vida do macho.
Descricdo do padrédo de espermatoforos de coloracdo amarelo intensa
(escuros) e transparentes coletados das fémeas que compunham o
tratamento “presenca de fémeas”.

Porém, independentemente das avaliagBes realizadas diariamente durante
toda a longevidade dos machos de S. frugiperda, foi possivel observar, nos machos
do tratamento auséncia de fémeas, a coloracdo amarela intensa do ducto ejaculatorio.
Dessa forma, a presenca da coloracdo confirma a possibilidade de identificar machos
acasalado.

5.3.2 Ensaio 2

Durante a avaliacdo para confirmacdo do acasalamento das fémeas que
formaram o primeiro casal com cada macho, foi observado que 10 das 25 fémeas
foram confirmadas como virgens, mesmo tendo permanecido com os machos por 48

h. Dessas virgens, duas fémeas ovipositaram uma massa de ovos cada (x = 239,50),
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embora esses ovos ndo tenham sido viaveis, confirmados pela ndo eclosao de larvas
(Tabela 2).

Tabela 2. Niumero médio de ovos por fémea e viabilidade, em funcdo de fatores
morfolégicos e do comportamento. N amostral refere-se ao nimero de
posturas analisadas por tratamento.

N amostral Médi Viabilidade de
édia de ovos

(posturas) ovos (%)
Ordem de oferta Primeira 32 248,64+24,10 "  49,09+3,17 "s
das fémeas Segunda 16 295,86x47,75" 56,14+7,98 "
Coloragao dos Escuro 27 249,35+28,30 "  52,86+3,17 "S
espermatoéforos Transparente 15 295,86+50,74 "  56,14+7,98 "s
Ordem das Primeira 25 303,22+30,82a 48,17+4,35"s
posturas Segunda 19 194,47+21,16 b 57,32+5,26 "

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si a 5% de significancia para o teste de F.

A ordem de posturas depositadas pelas fémeas de S. frugiperda afetou a média
de ovos (F1.40 = 5,994; P = 0,018), sendo que a primeira postura apresentou 55,92%
mais ovos que a segunda, embora a quantidade ndo tenha alterado a viabilidade
destes (F1,40 = 0,508; P = 0,480).

5.4 DISCUSSAO

54.1 Ensaio 1

O ducto ejaculatorio de machos virgens de S. frugiperda apresentam coloracao
amarela a marrom escuro (2,5Y 6/8 a 3/8 do diagrama de cores de Munsell) em
consequéncia ao acumulo de substancias que apresentam papel importante no
momento da copula. Essa substancia, de acordo com Callahan e Cascio (1963), tem
o papel de alterar o pH do sistema reprodutor das fémeas durante e apos o
acasalamento. A ligeira alteracdo de pH, na ordem de 0,1, exercida pelo fluido
presente nos ductos ejaculatérios, tem a capacidade de alterar o estado fisico do
espermatéforo, que passa de liquido, no sistema reprodutor do macho, a solido,
guando transmitido a bursa copulatrix, consequente da coagulacdo resultante da

alteracéo do pH do ambiente. O mesmo mecanismo foi observado por Snow e Carlysle
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(1967) em S. frugiperda e por Prosholdi (1991) em Chloridea virescens (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae). Por outro lado, Mu e Sun (1980), ao trabalharem com
Mythimna separata (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae), sugeriram que o fluido tem a
funcdo de estimular o sistema reprodutivo das fémeas a iniciarem pulsacdes, o que
faria com que os odcitos sigam em direcdo a espermateca, sejam fertilizados e,
consequentemente, ocorra a oviposi¢ao.

Portanto, ap6s a copula, os machos passam a apresentar ducto ejaculatério
transparente, ou seja, sem a presenc¢a do fluido de coloracdo amarelo a marrom
escuro, 0 que se deve a baixa capacidade de producdo do fluido pelos machos, nao
o repondo logo apds a cépula. Dessa forma, o ducto ejaculatorio dos machos que
foram mantidos em gaiolas na presenca de fémeas se manteve incolor,
independentemente da data de avaliagdo, uma vez que foi permitido ao macho
acasalar repetidamente, ndo permitindo o acumulo do fluido. Embora a coloragéo do
ducto ejaculatério ndo foi vista novamente no presente estudo, foi descrita por Snow
e Carlysle (1967), que ao constatarem o acasalamento de S. frugiperda, observaram
que machos mantidos isolados apds a copula apresentaram coloracdo amarelo a
marrom escuro seis dias apés a copula.

Em consequéncia a transferéncia do fluido presente no ducto ejaculatério
durante a primeira cépula, a coloracédo do espermatoforo transferido também altera a
depender da ordem de copulas do macho. O primeiro espermatoéforo transferido pelo
macho, apresenta coloragcdo amarelo a marrom escuro, assim como a coloracao dos
ductos ejaculatérios de machos virgens, corroborando o observado por Snow e
Carlysle (1967) e Marti e Carpenter (2007). Isso também ocorre com o segundo
espermatéforo transferido, porém mais raramente. A alteracdo na coloracdo dos
espermatoforos permite especular o status sexual do macho no momento da cépula,
sendo que espermatoforos escuros sdo oriundos de machos virgens ou que se
acasalaram, no maximo, uma vez.

Ainda, confirma-se a capacidade de adultos de S. frugiperda se acasalarem até
48 h ap6s a emergéncia dos machos, conforme observado por Etman e Hooper (1979)
em Spodoptera litura (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae).Os autores comprovaram
gue o acasalamento ocorre na noite subsequente a emergéncia dos adultos, tendo

maior pico no terceiro dia e apresentando queda na frequéncia de cépulas a partir do
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quinto dia. No presente estudo foi observada ainda a transferéncia de até dois
espermatoéforos no periodo de 48 h. Isso é possivel, pois o tempo médio de copula
para insetos do género Spodoptera é de 80,8 minutos (Etman e Hooper, 1979),
permitindo que os insetos acasalem duas vezes durante o periodo de 48 h.

Embora seja um conhecimento morfo/fisioldgico, esses resultados tém elevada
aplicabilidade préatica. A possibilidade de distinguir entre machos virgens e
acasalados, bem como a inferéncia a respeito do status sexual dos machos ao se
acasalarem com a fémea pela avaliagdo do espermatoforo coletado na bursa
copulatrix, permitem compreender, entre outros aspectos, a dispersao de insetos

virgens e acasalados em estudos de marcacao-liberacdo-recaptura.

5.4.2 Ensaio 2

Embora tenha sido comprovado no ensaio 1 que adultos de S. frugiperda
acasalam no periodo de 48 h apés a emergéncia do macho, 20% (n= 5) das fémeas
que compuseram o tratamento com machos virgens ndo acasalaram durante esse
periodo, sendo que duas dessas ovipositaram. Etman e Hooper (1979) explicam que
a oviposicao de fémeas de S. litura, embora seja estimulada pelo acasalamento, ndo
depende necessariamente desse acontecimento. Dessa forma, como confirmado no
presente estudo, os ovos depositados pelas fémeas virgens séo inférteis e, portanto,
nao dao origem a larvas.

Para as fémeas acasaladas, o fato de n&o ser observada diferenca no nimero
de ovos por postura ou viabilidade, tanto para a ordem de oferecimento das fémeas
aos machos, quanto a coloracdo dos espermatoforos, permite afirmar que os
espermatoéforos produzidos por machos de S. frugiperda até 72 h apés a emergéncia
apresentam capacidade de fertilizar os ovos que compdes as duas primeiras posturas
depositadas pelas fémeas. Esse fato é explicado pela elevada capacidade de
producdo e transferéncia de espermatozoides que a espécie apresenta. Machos de
S. frugiperda recém-emergidos apresentam até 850.000 espermatozoides eupirenes,
ou seja, espermatozoides nucleados e, portanto, capazes de fertilizar até 2000 ovos
(Seth etal., 2002), além de apresentarem capacidade de produzirem espermatozoides
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durante sua longevidade, o que pode gerar até 14 espermatoforos (Etman e Hooper,
1979).

Uma vez que durante a primeira coépula os machos transfiram
aproximadamente 10% dos espermatozoides eupirenes, a quantidade de
espermatozoides produzida pelos machos permite que estes permanecam viaveis a
acasalar e transferir seu material genético a fémeas mesmo apos acasalamento
prévio, sem afetar a fertilidade (Cook, 1999; Seth et al., 2002). Por outro lado,
LaMunyon e Heffman (2001) demonstraram que machos virgens e acasalados de H.
virescens apresentam diferenca na quantidade de espermatozoides eupirenes
transmitidos para as fémeas. Ainda, Muller et al. (2016) observaram, ao trabalharem
com Lobesia botrana (Den. e Schiff.) (Lepidoptera: Tortricidae), que machos virgens
transferiam espermatéforos de maior volume em comparacdo com machos
previamente acasalados, o que refletiu em maior fecundidade na segunda metade das
posturas realizadas pelas fémeas.

Dessa forma, pode-se compreender que a determinacdo do status sexual é
uma técnica de facil utilizacdo e que produz importante informacao a respeito do fluxo
génico de S. frugiperda. Ainda, a capacidade de determinar o status sexual dos
machos previamente ao acasalamento fornece importante ferramenta para
compreender a populacao inicial da area em estudo, bem como a populacdo no

entorno da area.
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CAPITULO 6 — CONSIDERACOES FINAIS

Afim de determinar a capacidade de dispersdo do material genético de S.
frugiperda, o presente estudo utilizou como alternativa preferencial a marcacao do
material genético do macho. Durante a cépula, ao ser transferido as fémeas, a
presenca do espermatéforo marcado permite a identificacdo da origem do macho com
o qual a fémea se acasalou. Essa técnica, quando aplicada em estudo de Marcacéo-
Liberacdo-Captura a campo, permite determinar a distancia em que, seguramente, 0
material genético do macho € distribuido. Essa informacao permite o refinamento da
distancia atualmente adotada para o posicionamento das areas de reflugio junto a
cultivos em que séo utilizados materiais Bt.

Porém, a marcacgao dos espermatoforos por meio do fornecimento de corante
hidrossoluvel a fase larval ndo foi possivel, exigindo o desenvolvimento de novas rotas
gue permitissem responder a pergunta inicial. Assim, foi realizado estudo de campo
em que a populacéo de S. frugiperda foi monitorada durante todo o ciclo da cultura do
milho, o que permitiu compreender a dinamica de movimentacdo dos insetos,
distinguindo-os quanto ao sexo e, para as fémeas, quanto ao status sexual. Dessa
forma, foi possivel demonstrar os movimentos de chegada e saida dos adultos de S.
frugiperda durante a safra. Ainda, ficou evidenciado o estagio reprodutivo das plantas
de milho marca o inicio do movimento de saida dos adultos.

Para compreender quais os fatores que afetam a movimentacao dos insetos
a campo, tanto para entrarem quanto para deixarem a area, foi desenvolvido teste de
capacidade de voo tutorado. Esse estudo permitiu comparar a resposta de machos e
fémeas, virgens e acasalados, quanto a presenca de volateis emitidos por plantas de
milho e feroménio, emitido por fémeas. Observou-se que o0s insetos, embora
respondam a presenca dos volateis de milho, eles ndo alteraram a capacidade de voo,
embora os machos voem por maior periodo quando na presenca de feromoénio. Assim,
demonstrou-se que a movimentacdo observada no teste a campo pode, muito
provavelmente, estar relacionada a presenca de volateis.

Apesar disso, embora os testes de voo tutorado tenham permitido a
observacdo do comportamento de machos virgens e acasalados de forma separada,
a campo essa informacéo é escassa, devido a falta de informacao quanto as técnicas

para distincdo entre machos virgens e acasalados. Para isso, foi aprimorada técnica
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para a deteccao do status sexual de machos de S. frugiperda, bem como determinada
a influéncia na fertilidade da fémea. Além disso, o estudo permitiu, via avaliacdo do
espermatoéforo transmitido a fémea, determinar o status do acasalamento de machos
de S. frugiperda previamente ao acasalamento.

As informagfes contidas nessa tese representam bases muito importantes
para o desenvolvimento de estudos que permitam precisar a capacidade de dispersao
do material genético de S. frugiperda. Ainda, abre novas areas de estudo, como o
comportamento de voo de fémeas frente os estimulos sexuais e ambientais e o fluxo
de populacbes de adultos de S. frugiperda em éareas produtivas. Certamente, 0s
desdobramentos desses estudos dardo maior robustez a escolha das técnicas de
controle de insetos e permitird 0 aumento da vida Util das tecnologias presentes em

plantas Bt.



	certificado-Gabriel
	Definitiva - Tese GFR
	Ficha catalográfica TESE GFR
	Tese Definitiva - Gabriel Fernandes Rezende - Aspectos da ecologia da movimentação e da reprodução como bases para o manejo de Spodoptera frugiperda


