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Resumo

CARVALHO, Indyra Faria. Influéncia da “ponte verde” na atividade enzimatica e
eficiéncia de controle em populagdes de Spodoptera frugiperda. 2019. 47f.
Dissertacdo (Mestrado em Entomologia) - Programa de Pds-Graduacao em
Entomologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

A lagarta do cartucho do milho, Spodoptera frugiperda € uma espécie polifaga que
pode se alimentar de mais de 80 espécies de plantas, incluindo culturas de
importancia econdmica e social, como o milho, algodao e arroz. Apesar de ser uma
praga amplamente estudada, € de dificil controle, o que se deve principalmente a
complexidade genética da espécie. S. frugiperda possui biétipos, com elevado poder
de disperséo e alto poder adaptativo a diversos hospedeiros em estadios fenolégicos
variados, o que favorece o movimento e sobrevivéncia dessa praga durante todo o
ano, causando o efeito de “ponte verde”’. Portanto, € importante selecionar
racionalmente plantas hospedeiras adequadas que possam minimizar o efeito da
‘ponte verde” em resposta a variabilidade genética da espécie. Entender esses
caracteres bioecologicos como uma unidade, pode ajudar a prever diferentes
respostas fisiologicas e comportamentais do inseto que podem favorecer o0s
programas de MIP, especialmente no que diz respeito a inducdo / inibicdo de
enzimas de detoxicacdo, que é um dos principais mecanismos de metabolizacédo de
xenobidticos, também envolvido na detoxificacdo de inseticidas. Diante do exposto, a
fim de investigar estratégias de manejo proativo, este estudo teve como objetivo
avaliar i) a atividade de enzimas de desintoxicacdo e ii) a suscetibilidade a
inseticidas quimicos de populacdes de S. frugiperda de diferentes agroecossistemas
em cultivos de verao e inverno simulando o efeito de “ponte verde”. Para a avaliagao
da eficiéncia de inseticidas a mortalidade em cada tratamento foi corrigida em
relacdo a testemunha pela formula de Abbot (1925), o efeito sinérgico com
inseticidas foi avaliado utilizando-se os inibidores DEF e DEM. A atividade de ambas
enzimas foi significativamente maior na populacdo Pelotas, do que na populacdo
Cascavel. A eficiéncia dos inseticidas na populacdo Pelotas, foi constante sob o
efeito da “ponte verde” testada, no entanto, a populacdo Cascavel aumentou
significativamente a eficiéncia de controle apds passar pelo cultivo de inverno
(aveia). O uso de sinérgicos ndo foi efetivo na populacdo Cascavel, mas foi na
populacdo Pelotas. As diferencas encontradas podem ser decorrentes do custo
adaptativo, do desenvolvimento da resisténcia em relacdo ao alimento e aos
inseticidas, da intensidade da presséo de selecdo e até mesmo do bidétipo, portanto o
efeito da “ponte verde”, surge como um somatério de variaveis bidticas e abidticas
em que a populacao esta inserida.

Palavras-chave: lagarta do cartucho; manejo; hospedeiro; “ponte verde”;
populacdes



Abstract

CARVALHO, Indyra Faria. “Green bridge” effect on the enzymatic activity
and insecticide control of Spodoptera frugiperda populations. 2019. 47f.
Dissertation (Master degree in Entomology) — Graduate Program on
Entomology, Biology Institute, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2019.

The Fall armyworm, Spodoptera frugiperda is a polyphagous noctuid, that can
feed on more than 80 plant species, including crops of great economic and
social relevance, such as maize, cotton and rice. Despite being widely studied,
it is a particularly difficult pest to control, mainly due to the genetic complexity of
the species. S. frugiperda, which is divided in biotypes, and have high
dispersion capacity and fast adaptive power to several hosts plants on varied
phenological stages. This favors its movement and survival throughout the year
in a phenomenon known as the "bridge green" effect. Therefore, it's important
to rationally select proper hosts plants that can minimize the “green bridge”
effect in response to the genetic differences’ of FAW biotypes. Understanding
these bioecological characters as a unit, can help predict different physiological
and behavioral responses in IPM programs, especially regarding the induction /
inhibition of detoxification enzymes, which is one of the main mechanisms of
plant xenobiotic metabolization, that can also be evolved in insecticides
detoxification. Due to the above, in order to investigate proactive IPM
strategies, this study aimed to evaluate i) the activity of detoxification enzymes
and ii) the susceptibility to chemical insecticides of S. frugiperda populations
from different agroecosystems in summer and winter crops simulating the
“green bridge” effect. Total protein, esterases and glutathione enzyme activity
were measured following Bradford (1978), Hemingway (1998) and Harold &
Ottea (2000) methods, respectively. Insecticide efficiency, was held using a
Potter’'s Tower, and total mortality was corrected by Abbot (1925) formula. The
synergism effect of enzyme inhibitors DEF and DEM was measured by
applying synergist 24 hours before insecticide application. The experiments
were done in all host plants along generations, simulating the “green bridge”
effect, in two different S. frugiperda populations, originally collected in
geographically distant regions of Brazil, this being Pelotas and Cascavel.
Enzymatic activity was higher in Pelotas populations than Cascavel. Insecticide
efficiency in population Pelotas didn’t vary significantly during the green bridge
effect tested, although insecticide efficiency in Cascavel populations, was
higher after feeding on oat (the winter crop tested) and after returning to maize.
Synergism effect was low in Cascavel, but high on Pelotas larvae. We
conclude, that those differences may be due a sum of factors, such fitness cost,
resistance to allelochemicals from host plants and insecticides, varied selection
pressure and the biotype, there for, the green bridge effect turns out to be a
response to a sum of biotic and abiotic variables in which a population is
inserted.

Keywords: fall armyworm; IPM; host; populations
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1 INTRODUCAO

A lagarta do cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) é um inseto polifago que se alimenta de mais de 80
espécies de plantas cultivadas, particularmente de espécies da familia
Poaceae como milho (Zea mays L.), sorgo (Sorghum bicolor L.) e arroz
(Oryza sativa L.) (PASHLEY; MARTIN, 1987). No milho, as lagartas, se
alimentam do parénquima foliar e se alojam preferencialmente no cartucho
do milho, apesar de serem também encontradas em pléantulas, onde
perfuram o ponto de crescimento, resultando ocasionalmente em perdas
total no rendimento da cultura (SARMENTO etal., 2002).

A espécie tem, recentemente, atraido atencdo devido aos impactos
econdmicos preocupantes na cultura do milho no continente Africano. S.
frugiperda é uma praga nativa das regides tropicais e subtropicais das
Américas, no entanto, em janeiro de 2016 foi relatada pela primeira vez no
continente africano onde se expandiu por cerca de 12 paises em
aproximadamente 2 meses, devido ao alto poder de dispersdo da praga
(FAO, 2018). Em menos de um ano, em maio de 2018, houve o primeiro
registro na Asia, em campos de milho na india e na Holanda e
Alemanha, no continente Europeu, a espécie foi interceptada e faz parte da
lista de espécies pragas Al (EPPO, 2018).

O uso de inseticidas constitui sua principal forma de controle, no
entanto, devido ao uso continuo, doses elevadas e alto poder adaptativo, S.
frugiperda desenvolveu resisténcia a inimeras classes de inseticidas quimicos
e mais recentemente, as proteinas de Bacillus thuringiensis (Berliner, 1915)
(Bt) que vem refletindo em sérios problemas econdmicos (CARVALHO et al.,
2013; OKUMA et al., 2018; FLAGEL et al., 2018; BOLZAN et al., 2019). No
Brasil, por exemplo, estima-se que séo gastos cerca de U$600 milhdes por ano
para controlar infestacdes de S. frugiperda (WILD, 2017).

Apesar de existirem op¢cbes no mercado que sejam efetivas e menos

arriscadas para o meio ambiente, elas nem sempre coincidem com o nivel
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técnico e poder aquisitivo do produtor, portanto, a realidade das estratégias de
controle muitas vezes é inconsistente e insatisfatéria. Um bom exemplo, que vem
sendo adotado, é no caso de infestacbes de S. frugiperda em paises
africanos, onde a cultura do milho predomina em pequenas propriedades de
cultivo, e o uso de inseticidas € minimo, principalmente devido ao acesso a
informacdo, utilizacdo de produtos efetivos e adocdo de praticas de manejo
integrado de pragas (KUMELA etal., 2019).

Portanto, nos Ultimos anos, tem havido a necessidade de desenvolver
estratégias de manejo que se adequem aos agricultores a nivel regional e que
aumentem a mortalidade natural da praga no campo. Para isso uma maior
compressao sobre a biologia e ecologia da lagarta do cartucho e  suas
complexidades s&o necessarias e, sao particularmente importantes para
determinacao da tomada de decisdo, sejam elas preventivas e/ou responsivas

com base no contexto de producédo em que o agricultor esta inserido.

No entanto, uma visdo holistica de S. frugiperda tem se mostrado
particularmente dificil, devido a variabilidade genética da espécie, resultantes
principalmente da adaptacdo a planta hospedeira. Essas adaptacfes resultaram
na divisdo da espécie em bidtipos (bidtipos de milho que se alimentam
preferencialmente de milho, algodao (Gossypium hirsuto L., Malvaceae) e sorgo e
o bidtipo de arroz (PASHLEY; MARTIN,1987), mais associado com arroz e
diversas pastagens, estes biotipos consistem em individuos morfologicamente
indistinguiveis, porem diferentes genética e fisiologicamente, como consequéncia
apresentam diferentes respostas no custo adaptativo (fithess) em plantas
hospedeiras alternativas, expressdo de enzimas de detoxificacdo, enzimas de
digestdo, quimiorreceptoras e até mesmo isolamento reprodutivo (GOUIN et al.,
2017).

Devido a ampla gama de hospedeiros, o0 manejo de S. frugiperda se torna
desafiador, visto que essas plantas tém diferentes estadios fenoldgicos e sao
cultivadas em diferentes épocas do ano, o que pode facilitar o movimento e
sobrevivéncia da praga durante e entre o periodo de safra e safrinha do milho
(ROSA et al., 2014). Essa constante disponibilidade de alimento, pode gerar o

fenbmeno conhecido como “ponte verde”, que de acordo com a
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Corporacdo de Pesquisa e Desenvolvimento de Graos (GRDC, 2010) da
Austrélia, € o fenbmeno que descreve o papel que plantas daninhas e/ou plantas
cultivadas tem em favorecer a sobrevivéncia de pragas e doencgas entre uma
safra a outra ou de uma estacdo a outra. Diversos estudos j& demonstraram
como hospedeiros alternativos, tais como a planta daninha “corda de viola”
(Ipomoea indica M., Convolvulaceae) e plantas de cobertura utilizadas no plantio
direto e pastagem para alimentacdo animal, como aveia (Avena strigosa S.,
Poaceae), cornichdo (Lotus corniculatus L., Fabaceae) e azevém (Lolium
multiflorum L., Poaceae) podem exercer diferentes respostas no ciclo biolégico S.
frugiperda (DIAS et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

O fator hospedeiro, também é conhecido por influenciar a tolerancia de S.
frugiperda a inseticidas, visto que metabolitos secundarios, como aleloquimicos
de plantas podem alterar o metabolismo dos insetos através da estimulacdo ou
inibicdo de mecanismos de defesa, como aumento da expressdo de enzimas de
detoxificacdo. A detoxificacdo de xenobibticos por enzimas como Esterases,
Glutationa-S-Transferases e P450s € um importante aspecto a ser investigado,
visto que podem atuar tanto no metabolismo de toxinas de plantas, quanto no de
inseticidas (DESPRES et al., 2007).

Associado aos bidtipos existem também as diferencas resultantes da
diversidade de ambientes, climas e biomas em que S. frugiperda pode ser
encontrada. No Brasil, por exemplo, as técnicas de manejo de uma cultura, estao
em grande parte relacionadas com caracteristicas climaticas, pedoldgicas,
culturais e pela relacdo custo beneficio (LANDAU et al., 2015). Portanto, &
esperado que diferencas regionais influenciem, diretamente na selecdo de
caracteres como subprodutos da adaptacdo as condi¢cdes onde estdo inseridas.

Considerando que a gravidade do dano, depende de fatores como periodo de
semeadura, regido geografica, cultivar utilizada e préaticas culturais se torna
importante conhecer os padrdes de respostas a diferentes taticas de manejo,
para auxiliar o desenvolvimento de estratégias que possam se adequar aos
agricultores e contribuir para a preservacdo das tecnologias atualmente
disponiveis (SARMENTO et al., 2002).

Devido ao exposto, visando investigar estratégias de manejo proativas, foi
estudada a atividade enzimatica de S. frugiperda provenientes de diferentes

regides brasileiras em resposta a alternancia de cultivos de verdo e inverno,
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associada a eficiencia de controle com inseticidas utilizados no sistema de
producdo de gréaos. Trata-se do primeiro estudo de avaliagdo do efeito de
hospedeiros, cultivados em diferentes estagdes do ano sobre a suscetibilidade a

inseticidas e atividade enziméatica em S. frugiperda ao longo das geracoes.
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Atividade enzimética de populacdes de Spodoptera frugiperda submetidas a
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Background: Spodoptera frugiperda é um noctuideo polifago que pode se alimentar de
mais de 80 espécies de plantas. Apesar de ser uma praga amplamente estudada, € de
dificil controle, o que se deve principalmente a complexidade genética da espécie. S.
frugiperda possui biétipos, com elevado poder de dispersdo e alto poder adaptativo a
diversos hospedeiros em estadios fenolégicos variados, o que favorece 0 movimento e
sobrevivéncia dessa praga durante todo o ano, gerando o efeito de “ponte verde”.
Entender esses caracteres bioecologicos como uma unidade, pode ajudar a prever
diferentes respostas fisiolégicas e comportamentais em programas de MIP,
especialmente no que diz respeito a inducdo / inibicdo de enzimas de desintoxicacdo,
que é um dos principais mecanismos de metabolizacdo de xenobidticos, também
envolvido na detoxificacdo de inseticidas. Diante do exposto, a fim de investigar
estratégias de manejo proativo, este estudo teve como objetivo avaliar i) a atividade de
enzimas de desintoxicacédo e ii) a suscetibilidade a inseticidas quimicos de populacdes
de S. frugiperda de diferentes agroecossistemas em cultivos de verdo e inverno
simulando o efeito da “ponte verde”.

Resultados: A atividade enzimatica foi significativamente maior na populacdo Pelotas,
do que na populacdo Cascavel. A eficiéncia dos inseticidas para a populacdo Pelotas,
foi constante sob o efeito de “ponte verde” testado, no entanto a populagdo Cascavel
aumentou significativamente a eficiéncia de controle apds passar pelo cultivo de
inverno (aveia). O uso de sinérgicos ndo foi efetivo na populacdo Cascavel, mas foi na
populacdo Pelotas.

Conclustes: A atividade enzimética da populacdo Pelotas foi maior do que a da

populagdo Cascavel em todos alimentos. O efeito da “ponte verde”, na primeira geragao
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em aveia preta (F4) aumentou a eficiéncia de controle na populagdo Cascavel.

2. 1 INTRODUCAO

A lagarta do cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae) € uma praga nativa das regides tropicais e subtropicais das Américas, que tem
atraido atencio devido a sua recente deteccdo na Africa Central e Ocidental (2016). Desde
entdo, sua presenca foi relatada em quase todo o continente africano e em alguns paises
asiaticos, como India e Paquistdo, tornando-a uma praga de importancia mundial.

O uso de inseticidas constitui a principal forma de controle, mas devido ao uso
continuo, doses elevadas e alto poder adaptativo da espécie, S. frugiperda desenvolveu
resisténcia a inUmeras classes de inseticidas quimicos. Apesar de existirem opgdes no
mercado que sejam efetivas e menos arriscadas para o meio ambiente, elas nem sempre
coincidem com o nivel técnico e poder de compra do produtor, portanto a realidade das
estratégias de controle muitas vezes € inconsistente e insatisfatoria para controle das
infestacoes.

A lagarta do cartucho é um inseto polifago que se alimenta de mais de 80
espécies de plantas cultivadas, preferencialmente de espécies da familia Poaceae como
milho (Zea mays L.), sorgo (Sorghum bicolor L.) e arroz (Oryza sativa L.). A ampla
gama de hospedeiros presentes em diferentes estacdes e estadios fenoldgicos ao longo
do ano, pode facilitar o movimento e sobrevivéncia da praga durante quando em que a
gerando o efeito de “ponte verde”. Atualmente existem uma gama de estudos que
demonstraram como hospedeiros alternativos, tais como a planta daninha “Corda de
Viola” (Ipomoea indica M., Convolvulaceae) e plantas de cobertura utilizadas no

plantio direto e pastagem para alimentacdo animal, como aveia (Avena strigosa S.,



Poaceae), cornichdo (Lotus corniculatus L., Fabaceae), azevém (Lolium multiflorum L.,
Poaceae) podem exercer diferentes respostas na sobrevivéncia, aumento da populacéo e

desenvolvimento de S. frugiperda.

Estudos demonstram como insetos polifagos necessitam de diversidade na composicao
nutricional, mais especificamente, aminoacidos e lipidios, que sdo importantes precursores
na sintese de proteina, feromonios e neuropeptidios.® No entanto, grande parte destes
estudos avaliam o efeito do hospedeiro sob o ciclo de vida e reproducéo da praga de forma
individual, ndo considerando o efeito cumulativo de um hospedeiro ao outro ao longo das

geracoes.

O efeito da “ponte de verde” € importante, pois a qualidade nutricional entre um cultivo
e outro pode favorecer a permanéncia e sobrevivéncia no campo ou alterar as respostas a
medidas de supressdo da praga.’ Diversos estudos, demonstram que a tolerancia e
suscetibilidade a inseticidas pode variar de acordo com a alimentacio.®'? Isso ocorre
porque a planta hospedeira pode alterar o metabolismo dos insetos, através da estimulagédo
ou inibicdo de mecanismos de defesa, como 0 aumento da expressdo de enzimas de
detoxificacdo tais como Esterases, Glutationa-S-Transferases e P450s. Estas enzimas
atuam no metabolismo de xenobidticos ou metabdlitos secundarios produzidos pela planta,
que também é um dos principais mecanismos envolvidos na resisténcia a inseticidas

quimicos.®®

Devido a estreita dinamica com o hospedeiro, S. frugiperda é classificada em biotipos,
o bi6tipo de milho se alimenta preferencialmente de milho, algoddo (Gossypium L.,
Malvaceae) e sorgo e o biotipo de arroz, tem preferéncia por arroz e espécies de
gramineas.’* No Brasil, ambos bitipos estdo presentes e podem apresentar
compatibilidade sexual restrita, embora haja o acasalamento, indicando um processo

inicial de especiacdo associado, principalmente, ao hospedeiro.’®*” Hibridos destes
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bidtipos também podem se comportar de forma diferente aos progenitores, e estes sdo
potencialmente importantes, pois adicionam um padrdo diferente na dindmica de

populacdes de S. frugiperda.’

Os bidtipos sdo morfologicamente indistinguiveis, mas diferem geneticamente e
fisiologicamente, resultando em diferentes respostas ao custo adaptativo em plantas
hospedeiras, expressao de enzimas de detoxificagdo, enzimas de digestdo,
quimiorreceptoras e até mesmo isolamento reprodutivo e, portanto, podem gerar diferentes

respostas no manejo da cultura e medidas de supressdo a campo. 8

A combinacéo de variaveis, geralmente ndo séo consideradas no contexto do manejo de
S. frugiperda, no Brasil, por exemplo, a mesma recomendacéo ¢ feita de Norte a Sul do
pais, desconsiderando a diversidade de biomas e plantas hospedeiras em que S. frugiperda
pode se estabelecer, a presenca de biotipos, seus hibridos e até mesmo a diferente presséo
de selecdo em que estas populagdes se encontram, resultantes principalmente da
intensidade do manejo da cultura do milho, que varia muito de regido para regido.® 2
Portanto, é de se esperar que o conjunto de fatores ird gerar diferentes respostas no manejo

integrado dessa praga e devem ser planejados a nivel regional.

Devido ao exposto, visando investigar estratégias de manejo proativas, foi estudada a
atividade de enzimas de detoxificacdo e resposta ao controle de S. frugiperda provenientes
de diferentes agroecossistemas brasileiros decorrentes da alternancia de cultivos de verdo e
inverno envolvidos no fenomeno da “ponte verde”. Trata-se do primeiro estudo
envolvendo o efeito de hospedeiros cultivados em diferentes estacbes do ano sobre a

atividade enzimaética e controle quimico ao longo das gerac6es de S. frugiperda.
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2.2 MATERIAL E METODOS

221 Insetos

As populagdes de S. frugiperda foram coletadas em Pelotas, Rio Grande do Sul
(populacdo Pelotas) (31°38'12"S, 52°28'15.1"0) e na cidade de Cascavel, Parana
(populagdo Cascavel) (24° 57' 21" S e 53° 27' 19" O). Uma criagéo estoque foi mantida no
Nucleo de Bioeficiéncia da Embrapa Clima Temperado, no Municipio de Capdo do Ledo,
RS, em sala climatizada a 25+1°C, com umidade relativa de 70+10% e fotofase de 14
horas. As lagartas foram alimentadas com dieta artificial de Greene et al. (1976)%, e a
criacdo seguiu 0 método descrito por Parra (2001).22

2.2.2  Hospedeiros

A planta hospedeira de inverno foi aveia preta (Avena strigosa S., Poaceae) (BRS139
Neblina) e a de verao foi o milho (Zea mays L., Poacea) (AG 9045). A aveia foi semeada
em bandejas de plastico (30,0 x 20,0 x 6,00 cm) e mantida em sala climatizada sob
temperatura de 18°C, umidade de 70% e fotoperiodo de 10 horas, regadas diariamente.
Apos atingirem 10— 20 cm de altura as mesmas foram utilizadas para alimentacdo das
lagartas. O milho por sua vez foi semeado em baldes (20 L) preenchido com solo e
mantido em casa-de-vegetacdo até o estagio V3 (40 dias ap0s a emergéncia), quando
foram fornecidos para as lagartas.

2.2.3  Efeito da “ponte verde”

Para avaliar o efeito cumulativo do hospedeiro de verdo (milho) e hospedeiro de
inverno (aveia preta) ao longo das geracGes, lagartas neonatas de cada populacdo foram
transferidas individualmente da dieta artificial para bandejas plasticas com 16 cavidades
(2,8 x 4,1 x 1,6cm) (B16-Biossuply) contendo uma folha de milho (5cm x 3cm),

estabelecendo-se a geracdo P1. Apds duas geracBes no milho (F1 e F2), as posturas
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oriundas de F2 foram transferidas para potes de 200mL contendo aveia preta,
estabelecendo-se as geragdes F3 e F4 no cultivo de inverno. Posteriormente posturas
oriundas de F4 retornaram ao hospedeiro de verdo (milho) onde foram conduzidas até F6.
As criagbes foram mantidas em sala climatizada a 25+1°C, com umidade relativa de
70+10% e fotofase de 14 horas durante toda a avaliagdo.

Para os bioensaios enzimaticos foram utilizadas lagartas de 3° instar provenientes da
segunda geracdo, de acordo coma dieta utilizada [F2 (milho), F4 (aveia) e F6 (milho)]. Os
bioensaios foram realizados também no alimento artificial, em lagartas mantidas na dieta
de Greene et al. (1976)2! como forma de controle.

2.2.4  Atividade Enzimatica

2.2.4.1  Produtos quimicos

Os substratos utilizados para medicdo da atividade enzimatica e produtos das reacdes
usadas na preparacdo das curvas padrdo foram fosfato de sodio (monobaésico e dibasico;
99% de pureza, Sigma Aldrich, St. Louis, MO), albumina sérica bovina (BSA; Sigma
Aldrich, St. Louis, MO), Fast Blue B (90% de pureza, Sigma Aldrich, St. Louis, MO),
Acetona (99,7% de pureza, Sigma Aldrich, St. Louis, MO), 1-Naphthyl acetato (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO), L-glutationa reduzida (GSH; 98%), 1 1-cloro 2,4 dinitrobenzeno
(CDNB; 99% de pureza, Sigma Aldrich, St. Louis, MO), Metanol (99,8% de pureza,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO).

Os sinérgicos utilizados para inibicdo da inibidores de esterases foi o S, S, S-Tributil
fosforotiolato (DEF, 97% de pureza, Sigma-Aldrich Dorset, UK) e para inibicdo da GSTs

foi o Dietil Maleato (DEM; 97% de pureza, Sigma Aldrich, Dorset, UK).
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2.2.4.2  Extracgdo das proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1978).23
Nos ensaios foram utilizadas 24 lagartas de 3° instar (~0,9 cm de comprimento) de cada
populacdo, provenientes do hospedeiro milho, aveia, e dieta artificial. As mesmas foram
dispostas em grupos de 3 (~40 mg), ainda vivas, em tubos tipo Eppendorf de 1,5mL
previamente numerados, sobre gelo. Os insetos foram homogeneizados em 400ulL de
tampdo fosfato 0,1M pH7,0 com o auxilio de um bastdo, por 15 segundos e em seguida
foram centrifugadas a 12.000g a 4°C por 15 min. O sobrenadante das amostras foi coletado
e diluido em 400uL de tampao pH7,0 (0,1M) mantidas no gelo de forma a reduzir a
protedlise.?® Aliquotas de 10uL do sobrenadante de cada homogenato foram distribuidas
em triplicatas em uma microplaca de 96 pocos (Thomas Scientific n® cat.. 6106U0) e
adicionados 190ul. de Bradford. Nos pogos correspondentes aos ‘“brancos” foram
utilizadas 10uL de tampao pH7,0 e 190uL de Bradford. A leitura pontual foi realizada a
595nm no espectrofotbmetro com leitor de microplacas (Versa-Max, da Molecular
Devices).
2.2.4.3 Enzima esterase

A atividade de esterases ndo especificas foi medida pelo método de Harold & Ottea
(2000)?4, avaliando a producio de alfa-naftol. Em vidro &mbar, sobre o gelo, foi preparada
uma solugao contendo 600uL de alfa-naftil acetato e 30mL Fast Blue B, 15 minutos antes
do inicio da leitura. Em seguida 10uL do sobrenadante de cada homogenato e 240uL da
solugdo contendo o substrato (a -Naftil Acetato + Fast Blue B) foram distribuidos em
triplicata nas microplacas de 96 po¢os. Em cada um dos pocos correspondentes aos
“brancos” foi adicionado 10uL de tampao ph7,0 e 240uL (o -Naftil Acetato + Fast Blue
B). A leitura cinética (endpoint) foi realizada a 595nm no espectrofotbmetro com leitor de

microplacas (Versa-Max, da Molecular Devices) a 30°C, por 10 minutos em intervalos de
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15 segundos.
2.24.4  Enzima glutationa

A curva padrdo da glutationa-S-transferase foi medida pelo método de Hemingway
(1998).25 Em vidro ambar, sobre o gelo, foi preparada a solucio de trabalho contendo 1mL
de CDNB e 20mL de GSH, 15 minutos antes do inicio da leitura. Em seguida 15uL do
sobrenadante de cada homogenato ¢ 195uL da solugdo de trabalho, foram distribuidos em
triplicata nas microplacas de 96 pogos. Em cada um dos pocos correspondentes aos
“brancos” foi adicionado 15uL de tampao ph6,5 (0,1M) e 195uL. de CDNB/GSH. A leitura
cinética (endpoint) foi realizada a 340nm no espectrofotometro com leitor de microplacas
(Versa- Max, da Molecular Devices) a 25°C, por 20 minutos em intervalos de 60 segundos.

2.2.4.5 Bioensaios com sinergicos

Os bioensaios de sinergismo foram realizados em 125 lagartas de cada populacéo,
oriundas do seu respectivo hospedeiro. Uma solugdo de 1uL a 1000 mgkg™? (Inibidor +
acetona 99,7%) foi aplicada separadamente, na face dorsal do pronoto das lagartas de
3°instar (~0,9 cm) com o auxilio de um microaplicador manual (Burkard Scientific) Apds
24 horas os bioensaios de suscetibilidade (item 2.5.2) foram realizados com todos os
inseticidas testados para cada um dos inibidores.

2.25 Resposta ao controle quimico

2251 Inseticidas

Os inseticidas e concentracdes avaliados foram etofenproxi (Safety®)(300g i.a. L™,
piretroide), tiametoxam (141g i.a. L, neonicotinoide) + lambdacialotrina (Engeo
Pleno®)(106g i.a. L?, piretréide), espinosade (Tracer®) (480g i.a. L, espinosinas),
metomil (215gi.a. L-!, metilcarbamato de oxima) (Upmyl®), e como controle foi utilizado
agua destilada. Os tratamentos foram estabelecidos de acordo com o modo de agdo, como

medidas de manejo da resisténcia, conforme preconizado pelo Comité de Acdo a
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Resisténcia a Inseticidas (IRAC-BR, 2018),'3 utilizando os produtos e doses registrados no
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (AGROFIT, 2018).2°
2.2.5.2 Bioensaios de suscetibilidade

Lagartas de 3°instar (~0,9 cm de comprimento) da populacdo Pelotas e da
populacdo Cascavel, provenientes de cada regime alimentar foram submetidas a bioensaios
de contato direto por pulverizacdo em “Torre de Potter” (Burkard Scientific, Uxbridge,
UK), previamente calibrada para aplicacdo de 1mL de calda, a uma presséo de 10 bar,
correspondente a uma deposicéo de 2,499 + 0,305mg cm sobre as lagartas acondicionadas
em placas de Petri (9,0 cm de diametro). A ordem de aplicagdo dos inseticidas foi
casualizada, ocorrendo a triplice lavagem da torre de Potter, com &gua e alcool 95% sendo
posteriormente secas com o auxilio de papel toalha descartavel, entre os tratamentos.

Apos cada pulverizacdo, as lagartas foram individualizadas em potes descartaveis
de poliestireno com capacidade de 100mL contendo cortes da planta hospedeira (2cm x
5cm). O alimento foi reposto a cada 24 horas e 0s tratamentos mantidos em sala
climatizada com temperatura de 25+£1°C, UR de 70+10% e fotofase/14h. O delineamento
experimental utilizado foi de blocos casualizado e cada tratamento com 25 repeticdes.

A mortalidade foi avaliada 120 horas apds o tratamento (HAT), utilizando a
auséncia de movimentos coordenados quando tocadas com o auxilio de um pincel, como
critério de morte. Os dados de porcentagem de mortalidade foram calculados de acordo
com a formula de Abbott (1925)%° e somente os inseticidas que obtiveram mortalidade em
relagdo a testemunha maior ou igual a 80,0% foram considerados eficientes?,

2.2.6 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos as pressuposicdes do modelo estatistico, onde
verificou-se a homogeneidade e normalidade das variancias residuais (proc univariate),

bem como a aditividade do modelo. Posteriormente, realizou-se a analise de variancia a

28



5% de probabilidade pelo teste F com a finalidade de identificar interacdo entre os
hospedeiros x ambientes de origem (proc glm). As interacfes significativas foram
desmembradas aos efeitos simples evidenciando as respostas diferenciais dos fatores de
variacdo estudados. Quando néo significativa a interacdo procedeu-se o desmembramento
aos efeitos principais por anélises complementares utilizando a comparagdo maltipla de

medias por Tukey a 5% de probabilidade. O software utilizado foi 0 SAS verséo 9.3.
2.3 RESULTADOS

2.3.1 Atividade da Esterase

A atividade da esterase foi maior em lagartas da populacdo Pelotas do que na populagéo
Cascavel, com excecdo das lagartas oriundas da dieta artificial, em que ndo houve
diferenca significativa entre tratamentos (Tabela 1). Na populacdo Pelotas, lagartas
oriundas do milho (F2 e F6) (451 nmolmin*mg proteina® e 387 nmolmin™mg proteina-
proteina respectivamente) apresentaram atividade da esterase significativamente menores
do que na aveia (F2) (787 nmolmin®mg proteina™) e dieta artificial (565 nmolminmg
proteina® ) (P<0,001). J4 a populacdo Cascavel, teve maior atividade no milho (F4)
(nmolmin'tmg proteina?) e na aveia (F4) (258 nmolmin®mg proteina™), sendo a ultima
geracdo no milho (F6) (nmolmin*mg proteina®) (P<0,001) a de menores valores de naftol
formado por min.

2.3.2 Atividade da Glutationa-S-Transferase

A atividade da gluationa-s-transferase, foi maior na populacdo de Pelotas em todos 0s
alimentos, com excecao das lagartas oriundas da dieta artificial, onde ndo houve diferenca
significativa entra tratamentos (Tabela 1). Na populacdo Pelotas, a aveia foi o alimento que
proporcionou maior atividade da GST (22 nmolmin®mg proteina?) (P<0,001), sendo

significativamente menor no milho (F2) (14,01 umol/min/mg proteina) (P<0,001) e (F6)
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(7,09 nmolmintmg proteina®) (P<0,001). J4 a populacio de Cascavel também obteve a
menor atividade enzimatica da GST na Gltima geracéo no milho (F6) (3,62 nmolmin-mg
proteina?) (P<0,001), quando comparadas aos outros alimentos, para a populacéo
Cascavel ndo houve diferenca significativa entre o milho (F2) (9,07 nmolmin-*mg proteina
1y (P<0,001), aveia (F4)(10,14 nmolmin™mg proteina™) (P<0,001) e dieta artificial (11,60
nmolminmg proteina™!) (P<0,001).

2.3.3 Eficiéncia de controle das populagdes

Neste estudo, somente o inseticida metomil, promoveu mortalidade maior que 80,0%,
independente do alimento, e populacdes, com excecdo da F2 do milho, onde a eficiéncia de
controle foi significativamente maior na populacdo Pelotas (93,4%) do que na populagédo
Cascavel (81,6%) (P<0,001) (Tabela 2). A eficiéncia de controle do restante dos
inseticidas, foi baixa nas populacfes, na primeira geracdo do milho (F2) e em grande
maioria apos a aveia (F4) e na geragcdo F6 do milho (Tabela 3 e 4).

Com excecdo do inseticida etofenproxi, a diferenca da eficiéncia de controle dos
inseticidas entre populacdes, ndo diferiu significativamente quando alimentadas em dieta
artificial (P<0,11), no entanto, 0 mesmo ndo aconteceu no alimento natural,
principalmente apds o periodo de alimentacdo em aveia (F4) em que a populacdo Cascavel,
mostrou aumento significativo da eficiéncia de controle em todos os inseticidas testados
(Tabela 2), para etofenproxi, por exemplo, a mortalidade em milho (F2) foi de 5,6%, na
aveia (F4) foi de 100,0% e 88,0% quando retornou ao milho (F6). O mesmo nao ocorreu
para a populacdo oriunda de Pelotas, onde a eficiéncia de controle se manteve baixa
(>80,0%), apesar de ter aumentado significativamente em aveia preta e na ultima geracéo

no milho (F6) (Tabela 3 e 4).
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2.3.4 Eficiéncia de controle com sinérgicos

A eficiéncia de controle com sinérgicos variou de acordo com o inseticida testado
(Tabela 4). DEF foi o sinérgico que aumentou, significativamente, a eficiéncia de controle
do espinosade, etofenproxi, lambdacialotrina+ tiametoxam e metomil nas populacdes
Pelotas e Cascavel alimentadas com no milho (F2).

Em aveia preta, as populac@es diferiram significativamente com a adi¢do do sinérgico
DEF + espinosade e do sinérgico DEM + etofenproxi, DEM + lambdacialotrina e DEM +
metomil (Tabela 3-4). Neste alimento, o sinérgico DEM foi 0 que proporcionou aumento
da eficiéncia de controle dos inseticidas, com exce¢do do metomil na populacdo Pelotas, ja
na populacdo Cascavel o sinergismo sO ocorreu no tratamento DEF +
lambdacialotrina+tiametoxam (Tabela 6).

Ao retornarem para o milho (F6), o maior sinergismo ocorreu com o DEM em todos 0s
inseticidas na populacdo Pelotas, e somente no tratamento DEM +
lambdacialotrina+tiametoxam na populacdo Cascavel (Tabela 5-6).

2.4. Discussao

Os resultados indicaram diferencas significativas na expressdo das principais enzimas
de detoxificacdo entre populacdes geograficamente distantes, o que € esperado
considerando as diferencas no agorecossistema de onde foram coletadas as lagartas. Em
Cascavel, PR, o cultivo do milho é caracterizado por um sistema intensivo e tecnoldgico,
que utiliza milho Bt ao longo de todo o ano, devido as condi¢des climaticas favoraveis, e o
agroecossistema de Pelotas, RS, onde o cultivo do milho é menos intensivo, sendo
alternado com a cultura da soja e arroz no verdo e no inverno (periodo de elevada
precipitacdo pluviométrica e temperaturas baixas) predominando o cultivo de espécies

forrageiras para alimentagdo animal.?”?8

Diferencas entre 0s agroecossistemas podem resultar em diferentes adaptacdes as
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plantas hospedeiras e outros fatores abidticos, especificos do histdrico e manejo de pragas.
A presséo de selegdo pode ocorrer em diferentes intensidades, levando a evolucéo paralela
de populacdes da mesma espécie, podendo implicar na selecdo de caracteres como

subprodutos da adaptacéo as condigdes ambientais onde estdo inseridas. 2%

No Brasil e na Argentina, jA& foram relatados diferencas significativas no
desenvolvimento (ciclo de vida, fertilidade e viabilidade) e reproducéo de lagartas de S.
frugiperda, coletadas em diferentes regides. Nestes estudos, as diferencas foram
significativamente relacionadas ao isolamento geogréfico, onde foi observado que a
diferenciacdo genética aumentou em consequéncia do aumento da distancia, devido a uma

limitagdo do fluxo génico.334

A presenca dos bidtipos e seus hibridos também é um fator a ser ressaltado, no Rio
Grande do Sul, por exemplo, os biotipos de milho e arroz estdo presentes e apresentaram
compatibilidade reprodutiva limitada, embora haja acasalamento, considerando-se o
historico da regido, pode-se inferir que a diferenca na atividade dessas enzimas seja reflexo

das diferencas genéticas dos bidtipos.®2

Em 2017, com o sequenciamento completo do genoma de S. frugiperda, foi
evidenciado que o bidtipo de arroz apresentou diferencas significativas no seu genoma, em
relacdo ao biotipo de milho, principalmente em relacdo aos genes ligados a especializacdo
alimentar e polifagia. Neste estudo, o biétipo de arroz apresentou cerca de 4 genes CYPs, 6
genes EST e 1 gene GST a mais do que o biétipo de milho.'® Devido ao exposto e
considerando a diferenca significativa na atividade enzimética entre as populacdes
avaliadas € possivel, que as lagartas de Cascavel e Pelotas, sejam de diferentes bi6tipos ou
até mesmo hibridos, e apesar de ndo ser foco deste trabalho, € um aspecto importante a ser

investigado.
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Diferengas nas atividades enzimaticas, no entanto, podem ser decorrentes a diversidade
de substratos que essas enzimas de detoxificacdo podem ter, 0 que resulta em diferentes
padrdes de inducdo e inibicdo enziméatica. A aveia também, produz importantes
metabdlitos secundarios nos vactolos de suas folhas, tais como flavonoides (C-
pentohexoside (maioria), luteolin-C-pentohexoside e O-metil-apigenin-O-deoxihexoside-
C-hexoside) e saponisinas, que sao esterdis alcaloides, com uma diversidade de atividade
antimicrobianas, alopaticas e repelentes de insetos.*® Esses compostos podem desfavorecer
0s parametros biolégicos como reproducdo e digestdo, além de serem fortes indutores de
enzimas P450s, esterases e GSTs em S. frugiperda, até mesmo em baixas

concentragdes. 6376

No entanto, neste estudo os niveis de esterase e glutationa da populacdo Pelotas foram
significativamente maiores em todos os alimentos em relacdo a populacdo Cascavel,
apesar da resposta ao alimento ter sido variada sob as mesmas condi¢des ambientais e
mesmo hospedeiro ao longo das geracdes. Por exemplo, a populacdo Pelotas apresentou
alta atividade de esterases no milho, inclusive apds a passagem pelo cultivo de inverno,
enquanto a populacdo Cascavel, apresentou maior atividade dessas enzimas na aveia,

diminuindo significativamente quando retornou ao milho no verao.

Estes resultados podem ser explicados, ndo sé pela inducdo enzimatica proporcionada
pela alimentacdo das lagartas na aveia ou pelas diferencas genéticas dos bidtipos, mas
também pela adaptacdo da populacdo Pelotas neste alimento, visto que o cultivo de aveia €
comum no Rio Grande do Sul e ao retornar para o milho, a aveia ndo é um fator
significante prejudicial na reestruturacdo dessa populagdo no campo. No
agroecossistema de Cascavel, ndo é comum o cultivo da aveia, portanto o aumento da
atividade enzimatica neste alimento pode ter sido uma resposta imediata a aleloquimicos e

xenobidticos que antes ndo eram expostos na sua alimentacao.
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Grande parte dos estudos biolégicos em hospedeiros alternativos sdo isolados e ndo
consideram o efeito cumulativo de um alimento ao outro, caracteristico de sistemas de
producdo. Grande parte dos estudos com aveia, por exemplo, ndo considera o fator bi6tipo
ou adaptativo das populacgdes, nestes estudos a sobrevivéncia de lagartas de S. frugiperda,
alimentada na aveia diminuiu em cerca de 30% quando comparada ao milho,
principalmente devido aos baixos valores nutricionais da aveia.® O que leva ao
questionamento se as populacGes aqui avaliadas, responderiam da mesma forma em
estudos bioldgicos, visto que a populacdo Pelotas, aparenta ser consideravelmente

tolerante a planta de aveia em comparacao a populacdo Cascavel.

Neste sentido, passa a se considerar o efeito de “ponte verde”, no controle dessas
populacdes. A eficiéncia de controle na primeira geracdo do milho (F2) foi baixa para
todos os inseticidas avaliados, com exce¢cdo do metomil, em ambas populacbes (81,6% e
93,4% em Pelotas e Cascavel, respectivamente). Estes resultados podem apontar para a
evolucdo da resisténcia a esses inseticidas nas populacdes oriundas de Pelotas e Cascavel,
principalmente devido ao uso constante destes produtos nas lavouras de milho, com
excecdo do metomil, que € um inseticida pouco usado devido a alta periculosidade (Classe
I-altamente toXico).

A resisténcia, ou melhor, tolerancia, visto que este também ndo foi o foco do nosso
trabalho, deve ser considerada nesta discussao, pois pode ocorrer nas populacdes de forma
qualitativa, ou seja, pela alteracdo estrutural do genoma da populacdo, como € o caso de
mutaces, ou de forma quantitativa, pela amplificacdo génica, como € o caso da inducdo de
um gene, resultando no aumento da producgdo de um transcrito enzimatico.®” De ambas as
formas, a resisténcia pode potencializar os fatores, associados aos bidtipos e hospedeiros
aqui descritos, como também pode resultar em um custo adaptativo dessas populacées

(fitness cost) frente a situacGes em que ndo estdo habituadas, como pode ser o caso da
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populacdo Cascavel, alimentada na aveia preta.

Os resultados apontaram que a tolerancia das lagartas alimentadas com milho (F2) aos
inseticidas, foi significativamente maior na populacdo Cascavel do que na populagédo
Pelotas, no entanto, apds as geracdes na aveia (F4), a tolerancia a esses produtos diminuiu
consideravelmente, aumentando a eficiéncia de todos os inseticidas testados, diferente do
que ocorreu na populacdo Pelotas, em que a eficiéncia na aveia (F2) e milho (F6)
aumentou mas se manteve a baixo de 80,0% ao longo das geragdes. Quando a populacao
Cascavel retornou para o milho na (F6), a eficiéncia de controle com espinosade,
etofenproxi e metomil se manteve elevadas, enquanto que na populacdo Pelotas, a aveia,

pouco influenciou na eficiéncia de controle.

Cabe lembrar que a populacdo Pelotas, também apresentou atividade elevada de
esterases e GSTs em todos os alimentos, incluindo no milho (F2) e a inibicdo enzimatica
atraveés do uso de sinérgicos, ndo foi efetiva na populacdo Cascavel, mas foi na populacéo
Pelotas, que pode ser resultado do custo adaptativo, do desenvolvimento da resisténcia ao
alimento e aos inseticidas, da intensidade da pressdo de selecdo e até mesmo do bidtipo,
portanto o efeito proporcionado pela “ponte verde”, surge como um somatoério de variaveis

bidticas e abidticas em que a populacdo esté inserida.
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Tabela 1- Atividade enzimética no efeito de verde em populacdo de Spodoptera frugiperda

39

Proteina (mq) (+EP)

Hospedeiro

Pelotas Cascavel
Milho (F2) 0,11* + 0,00 bB 0,144 + 0,00 cA
Aveia (F4) 0,08 £ 0,00 cB 0,195 + 0,00 abA
Milho (F6) 0,08 £ 0,00 cB 0,211 £ 0,00 aA
Dieta 0,19+ 0,00 cB 0,185 + 0,01 bA
} Esterase (nmolmintmg proteina™®) (tEP
Hospedeiro Pelotas ( = Casc)aflel )
Milho (F2) 451,728 + 24,26 cA 307,421 + 13,05 bB
Aveia (F4) 787,445 + 40,65 aA 258,721 + 12,99 bB
Milho (F6) 387,857 + 12,78 cA 154,813 + 07,75 cB
Dieta 565,344 + 37,74 bA 489,484 + 42,76 aB
) Glutationa (nmolmin™*mg proteina™®) (xEP
Hospedeiro Pelotas ( oE Casca)v(el :
Milho (F2) 14,017 + 1,81 bA 09,077 + 0,39 aB
Aveia (F4) 22,207 + 1,63 aA 10,147 + 1,19 aB
Milho (F6) 07,098 £ 0,19 cA 03,625 + 0,07 bB
Dieta 12,347 + 0,84 bA 11,602 + 0,65 aA

*Médias (x £ EP) seguidas da mesma letra maiuscula na linha e mindsculas na coluna nao

diferem significativamente entre si (Tukey, P=0,05).
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Tabela 2- Eficiéncia de controle (%) inseticidas 120 HAT em diferentes populagdes de Spodoptera frugiperda no efeito da “ponte verde”.

Eficiéncia Milho (F2) Aveia (F4) Milho (F6) Dieta
Cascavel Pelotas Cascavel Pelotas Cascavel Pelotas Cascavel Pelotas
Espinosade 11,2*+0,06 B 21,0+ 0,09A 91,2+0,05A 552+0,09B 90,4+0,00A 64,8+t0,00B 752+0,19A 64,0+£0,10A
Etofenproxi 5,6** +0,05 A 00,0+ 0,00A 100,0+0,07 A 25,6+0,09B 88,0+0,09A 18,4+0,10B 16,0+0,07 A 28,0+0,05B

Lambdacialotrina 40 6, 019 A 522+ 010A 80,0+009A 200+007B 64.0£009B 784+005A 68.0+010A 76,0+009A
+ Tiametoxam

Metomil 81,6 +0,07 B 93,4+ 0,20A 100,0+ 0,04 A 100,0+ 0,06 A 100,0+ 0,05 A 100,0+ 0,09 A 93,6+0,08 A 83,2+ 0,08 A

* Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha entre populac6es ndo diferem significativamente entre si (Tukey, P=0,05). **Médiax
erro padrdo

Tabela 3-Eficiéncia de inseticidas (%) apos aplicacéo do sinergico DEF 120HAT em populacdes de Spodoptera frugiperda

DEF Milho (F2) Aveia (F4) Milho (F6) Dieta

Cascavel Pelotas Cascavel Pelotas Cascavel Pelotas Cascavel Pelotas
Espinosade 88,0+ 0,04 A 88,0+0,10A 60,0+055B 824+005A 712+004A 472+000B 67,2+0,09A 39,2+0,10B
Etofenproxi 20,0*+ 0,00 A 30,4+0,09A 03,2+0,08A 12,0+0,09A 16,0+0,10A 08,0+0,10A 19,2+0,08B 39,2+0,10 A
_';;g‘rggfg)'(i'r?f””a 91,2+ 0,08 A  99,2+0,80 A 100,04 0,04 A 90,4+ 0,00 A 60,0+0,06B 72,0+0,08A 744+0,08A 664+0,09A
Metomil 85,6+ 0,00 A 93,6+ 0,00 A 100,0+0,06 A 99,2+0,04 A 76,0+0,05A 80,0+0,00 A 84,0+£0,07A 92,0+0,05A

*Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha entre populac6es ndo diferem significativamente entre si (Tukey, P=0,05). **Média +
erro padrao.
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Tabela 4-Eficiéncia de controle (%) inseticidas apds aplica¢do do sinérgico DEM 120 HAT em populac6es de Spodoptera frugiperda.

DEM Milho (F2) Aveia (F4) Milho (F6) Dieta
Cascavel Pelotas Cascavel Pelotas Cascavel Pelotas Cascavel Pelotas
Espinosade 48,8*+ 0,05 B 76,8+0,08 A 992+0,09 A 100,0+0,06 A 944+000A 99,2+0,00A 99,2+0,10 A 100,0+ 0,08 A
Etofenproxi 16,0*+ 0,06 A 00,0+0,08 A 58,4+0,04A 33,0+006B  432+008A 456+008A 17,0+008A 20,0+0,00 A
Lambdacialoliing 701009 A 272:008B  664t000B 842:005A 872:006A T760£008B 420:009A 176£009B
Metomil 90,4+ 0,00 A 80,0+ 0,00A 88,8+0,00A 70,0+0,00B 912+0,05A  100,0+0,07A 92,0+0,05A 80,0+0,08B

* Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha entre popula¢6es ndo diferem significativamente entre si ** Média £ erro padréo



Tabela 5-Eficiéncia de controle (%) de inseticidas 120 HAT na populagdo de Spodoptera
frugiperda oriunda de Cascavel, no efeito da “ponte verde”, com e sem os sinérgicos DEF e

DEM.

Tratamento/hospedeiro ggﬁ,:g}g'?; )e Sinérgicos + EC (%)
Espinosade EC DEF DEM
Milho (F2) 11,2*+ 0,06 Cc 88,0 + 0,04 Aa 48,8 £ 0,05 Bb
Aveia (F4) 91,2** + 0,05Aa 60,0 £ 0,55 Bc 99,2 £ 0,09 Aa
Milho (F6) 90,4 +0,00 Aa 71,2 £0,04 Bb 94,4 £ 0,00 Aa

Dieta 75,2+0,10 Bb 67,2 £ 0,09 Bch 99,2 £0,10 Aa
Etofenproxi EC DEF DEM
Milho (F2) 05,6 + 0,05 Bc 20,0 £ 0,00 Aa 16,0 + 0,06 ABc
Aveia (F4) 100,0 £ 0,07Aa 03,2+0,08 Cb 58,4 £ 0,04 Ba
Milho (F6) 88,0+ 0,09 Ab 16,0 £ 0,10 Ca 43,2 £ 00,08 Bb

Dieta 16,0 £ 0,07 Ac 19,2 £ 0,08 Aa 17,0 £ 0,08 Ac

Lampdacialotrina + EC DEE DEM

tiametoxan

Milho (F2) 48,8 +0,10 Cc 91,2 +0,08 Aa 72,0 £0,09 Bb
Aveia (F4) 80,0 £ 0,09 Ba 100,0 £ 0,04 Aa 66,4 £ 0,00 Cb
Milho (F6) 64,0 £ 0,09 Bb 60,0 = 0,06 Bb 87,2 + 0,06 Aa
Dieta 68,0 + 0,10 Ab 74,4 0,08 Ac 42,0 £ 0,09 Bc

Metomil EC DEF DEM
Milho (F2) 81,6 0,07 Ab 85,60+ 0,00 Ab 90,4 + 0,00Aa
Aveia (F4) 100,0 £ 0,04 Aa 100,0 £ 0,06 Aa 88,8 + 0,00 Ba
Milho (F6) 100,0 £ 0,05 Aa 76,0 £ 0,05 Bb 91,2 £0,05 Aa
Dieta 93,6 + 0,08 Aa 84,0 + 0,07 Ab 92,0 £ 0,05 Aa

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e de letras minusculas na coluna néo

diferem significativamente entre si (Tukey, P=0,05) ** Média +erro padrao
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Tabela 6- Eficiéncia de controle (%) de inseticidas na populagdo de Spodoptera frugiperda
oriunda de Pelotas 120 HAT, no efeito da “ponte verde”, com e sem os sinérgicos DEF ¢

DEM.

Tratamento/hospedeiro

Eficiéncia de Controle

Sinérgicos + EC (%)

(%)
Espinosade EC DEF DEM
Milho (F2) 21,0* +0,09 Cb 92,0 +0,10 Aa 76,8 £0,08 Bb
Aveia (F4) 55,2** +0,09 Ca 82,4 0,05 Ba 100,0 £0,06 Aa
Milho (F6) 64,8 £0,00 Ba 47,2 +0,00 Cb 99,2 £0,00Aa
Dieta 64,0 £0,10 Ba 39,2 £0,10 Cb 100,0 £0,08 Aa
Etofenproxi EC DEF DEM
Milho (F2) 00,0 £0,06 Bb 30,4 £0,09 Aa 00,0 +0,08 Bd
Aveia (F4) 25,6 £0,09 Aa 12,0 £0,09 Bb 33,0 +0,06 Ab
Milho (F6) 18,4 +0,10 Ba 08,0 0,10 Bb 45,6 £0,08 Aa
Dieta 28,0 0,05 Ba 39,2+0,10 Aa 20,0 £0,00 Bc
L_ambdamalotrma + EC DEE DEM
tiametoxan
Milho (F2) 52,2+ 0,10 Bb 99,2 £0,80 Aa 27,2 £0,08 Cb
Aveia (F4) 20,0+ 0,07 Bc 90,4+0,00 Aa 84,2 +0,05 Aa
Milho (F6) 78,4 +0,05Aa 72,0 +0,08 Ab 76,0 £0,08 Aa
Dieta 76,0+0,09 Aa 66,4 +0,09 Ab 17,6 0,09 Bb
Metomil EC DEF DEM
Milho (F2) 93,4 + 0,20 Aab 93,6 +0,00 Aa 80,0 +0,00 Bb
Aveia (F4) 100,0 + 0,06 Aa 99,2 +0,04 Aa 70,0 0,00 Bb
Milho (F6) 100,0 + 0,09 Aa 80,0 £0,00 Bb 100,0 £0,07Aa
Dieta 83,2 £0,08 ABb 92,0 +0,05 Aa 80,0 + 0,08 Bb

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e das mesmas letras minusculas na
coluna ndo diferem significativamente entre si (Tukey, P=0,05); ** Média *erro padréo.
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Figuras

Figura 1- Esquema ilustrativo do efeito de “ponte verde” com milho e aveia preta. Foto por Indyra

Carvalho, 2019.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo reforca a importancia da regionalizacdo do manejo integrado de
pragas de S. frugiperda, considerando o histérico de manejo e particularidades
especificas de cada regido, visto que esses fatores podem transformar a
populacdo local e gerar diferentes respostas no manejo cultural e quimico de

populacdes oriundas de diferentes agroecossistemas.

Os resultados demonstram que 0 uso conjunto de sinérgicos como o DEF
e DEM na aplicacdo dos inseticidas poderia ser uma tética a ser explorada no
MIP para a populacdo Pelotas, visto que as condi¢des climaticas da regido, néo
permitem que outras culturas possam ser cultivadas no periodo de inverno,
limitando o produtor a plantas forrageiras tais como aveia. Ja a utilizacdo da
aveia no manejo cultural € uma boa opgao para evitar a “ponte verde" em

Cascavel.

A informacdo gerada em relacdo ao inseticida metomil € de extrema
relevancia, considerando que, na falta de opc¢des mais adequadas, pode ser
explorada a utilizacdo como tatica de manejo da resisténcia de S. frugiperda,
assim como aconteceu com o fungicida Mancozeb® (ditiocarbamato) que vem
sendo utilizado no manejo de resisténcia a fungicidas contra a ferrugem da soja

(Phakopsora pachyrhizi S.) (HOLLOMON., 2006; THIND;HOLLOMON., 2018).

Outro aspecto interessante, € em relacdo aos resultados obtidos quando
os insetos foram mantidos em dieta artificial, onde verifica-se que as populacdes
nao diferiram quando alimentadas coma dieta de Greene et al. (1976), as
diferencas intrinsecas da espécie s6 podem ser observadas quando os insetos
sao alimentados com alimentos naturais. Considerando que grande parte dos

7

estudos de S. frugiperda € realizado com dieta artificial como substrato
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alimentar, é possivel que muitos aspectos referentes a biologia e fisiologia desta

espécie, tenham sido subestimados ou ignorados na literatura.

Neste trabalho é evidenciado, que o manejo integrado de pragas, da forma
como foi idealizado, sé sera possivel através da interligacdo dos conhecimentos
jA gerados sobre a espécie, ja que estudos individuais, desconsideram grande
parte de variacdes associadas a populacao da praga. No entanto, vale ressaltar a
importancia desses estudos individuais na compreensdo da espécie como um
todo e na construcdo de ferramentas e metodologias que permitam avaliar de

forma mais precisa a complexidade dessa praga de importancia mundial.
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