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RESUMO

Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen é uma espécie da familia Amaranthaceae
encontrada na América do Sul, inclusive no Brasil. Em suas raizes foram detectadas o
ecdisterdide 20-hidroxiecdisona (20E). Os ecdisteréides (ECDs) sdo hormodnios esterdides
encontrados em artropodes (zooecdisteroides, ZE), em algumas espécies de plantas
(fitoecdisteroides, PE) e em alguns fungos (micoecdisterdides, ME). Em insetos, o ZE 20E esta
envolvido em diversos processos (embriogénese, desenvolvimento larval, metamorfose e
muda) iniciados ou controlados por pulsos especificos de 20E. Em plantas, o PE 20E atua como
agente protetor contra o ataque de insetos ndo adaptados a 20E. Com o objetivo de identificar
insetos resistentes ao PE 20E, insetos presentes na floresta Amazonica que naturalmente se
alimentam de P. glomerata, foram coletados, isolados e identificados. Conhecida como lagarta
enroladeira das folhas, a espécie Omiodes indicata (Fabricius 1775) é uma praga de
leguminosas como o feijoeiro e a soja, foi encontrada se alimentado de folhas desta espécie.
Para se confirmar a sua resisténcia a 20E, foi realizada a caracterizacdo bioldgica deste inseto
alimentado somente com plantas de P. glomerata. Os seguintes caracteres foram mensurados:
tamanho (comprimento e largura) e peso da lagarta, pupa e capsula cefélica, nimero de instares,
tempo de permanéncia em cada instar da lagarta e pupa, envergadura do inseto adulto, tempo
de ovoposi¢do, nimero de ovos por fémea, digestibilidade e a sexagem. A analise dos dados
obtidos neste trabalho permitiu concluir que o ECD 20E provocou alteragbes no
desenvolvimento das lagartas da espécie O. indicata, como maior tamanho dos ovos, aumento
no nimero de instares apresentando seis estadios, maior tamanho corporal, presenca de capsulas
cefélicas e peso significativo a partir do quinto instar quando comparados a lagartas alimentadas
com folhas de soja, baixa taxa de mortalidade (somente no primeiro, quinto e sexto instar). A
espécie Omiodes indicata (Fabricius 1775) apresenta resisténcia a 20E, apresentando assim

potencial aplicabilidade biotecnoldgica.

Palavras-chave: Ecdisona (E), 20-hiroxiecdisona (20E), Omiodes indicata, Pfaffia glomerata.
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ABSTRACT

Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen is a species of the Amaranthaceae family found in
South America, including Brazil. The ecdysteroid 20-hydroxyecdysone (20E) has been detected
in its roots. Ecdysteroids (ECDs) are steroid hormones found in arthropods (zooecdysteroids,
ZE), in some plant species (phytoecdysteroids, PE) and in some fungi (mycoecdysteroids, ME).
In insects, ZE 20E is involved in several processes (embryogenesis, larval development,
metamorphosis and molting) initiated or controlled by specific pulses of 20E. In plants, PE 20E
acts as a protective agent against the attack of insects not adapted to 20E. With the objective to
identify insects resistant to PE 20E, insects present in the Amazon rainforest that naturally feed
on P. glomerata were collected, isolated and identified. Known as the leaf-rolling caterpillar,
the species Omiodes indicata (Fabricius 1775) is a pest of legumes such as beans and soybeans,
and was found feeding on the leaves of this species. To confirm its resistance to 20E, biological
characterization of this insect fed only on P. glomerata plants was performed. The following
traits were measured: size (length and width) and weight of the caterpillar, pupa and head
capsule, number of instars, time spent in each instar of the caterpillar and pupa, wingspan of
the adult insect, time of oviposition, number of eggs per female, digestibility and sexing. The
analysis of the data obtained in this study allowed us to conclude that ECD 20E caused changes
in the development of caterpillars of the species O. indicata, such as larger egg size, an increase
in the number of instars with six stages, larger body size, presence of cephalic capsules and
significant weight from the fifth instar when compared to caterpillars fed with soybean leaves,
low mortality rate (only in the first, fifth and sixth instar). The species Omiodes indicata
(Fabricius 1775) is resistant to 20E, thus presenting potential biotechnological applicability.

Keywords: Ecdysone (E), 20-hidroxiecdisona (20E), Omiodes indicata, Pfaffia glomerata.
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1 CONTEXTUALIZACAO

Ecdisterdide é um termo utilizado para definir uma classe de horménios esteroides,
que sdo encontrados em artropodes e atuam sobre a ecdise. Os ecdisterdides encontrados em
animais séo classificados como zooecdisterdides (ZEs), enquanto os encontrados em vegetais
sdo classificados como fitoecdisterdides (PES), ja em casos mais raros podem ser encontrados
em determinadas espécies de fungos, sendo classificados neste caso como micoecdisterdides
(MEs) (FESTUCCI-BUSELLLI et al., 2008a; SPLINDER et al., 2009). Diversas estruturas de
ecdisteroides foram identificadas e estdo disponiveis no Ecdybase (http://www.ecdybase.org),
onde ha catalogadas cerca de 300 estruturas diferentes isoladas tanto de plantas como de
artrépodes, principalmente em insetos (LAFONT & DINAN et al., 2003; BOO et al., 2010).

Os zooecdisterdides tem um papel fundamental em todos os estagios durante o ciclo
vital dos insetos, pois controlam muitos processos fisioldgicos tais como o processo de muda,
chamado de ecdise, morte programada de células, sintese de cuticula, desenvolvimento
embrionario, pupacéo e sobre a reproducdo durante o estagio adulto (THUMMEL & CHORY,
2002; UHLIK et al., 2008). J& os fitoecdisteroides agem como metabdlitos secundarios na
defesa contra predadores herbivoros e seus niveis podem chegar a 3% do peso seco da planta
(GALBRAITH & HORN, 1966; STAAL, 1967; SAVCHENKO et al., 1998; BAKRIN et al.,
2008; BOO et al., 2010).

Muitas plantas e insetos apresentam varios desses compostos em comum, por exemplo,
ecdisona (E) e 20-hidroxiecdisona (20E) (MAKKA et al., 2002). O 20E é um composto
derivado da ecdisona, hidroxilada no carbono 20, tornando-se entdo um ecdisteroide ativo,
sendo os mais encontrados em diversos artropodes, principalmente nos insetos (GOODMAN
& GRANGER, 2005; KANEKO et al., 2011). O ZE 20E é sintetizado nas células protoracicas
(PTTH) que se encontram agrupadas como lobos laterais nas glandulas do anel (GILBERT,
2002; DUBROVSKY, 2005). Ecdisterdides ndo sdo biossintetizados por mamiferos. Contudo,
20E quando ingerido por estes apresenta varias propriedades farmacoldgicas e medicinais
(SLAMA & LAFONT, 1995; DINAN, 2001; LAFONT & DINAN, 2003; BATHORI &
PONGRACZ, 2005; DINAN & LAFONT, 2006; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a).

O ZE 20E juntamente com o0 Horménio Juvenil (JH) possuem papel fundamental como
reguladores da muda e metamorfose dos insetos (FRANSSENS et al., 2006). Picos de 20E
sinalizam que o organismo do inseto deve promover a muda de instar, pois este ja se encontra
com a reserva de energia necessaria e desenvolvimento completo para passar ao proximo instar
(RIDDIFORD & TRUMAN, 1993; BOND et al., 2010). J& picos de hormdnio juvenil sinalizam
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que o organismo do inseto deve permanecer no instar em que se encontra, para que o inseto se
alimente e acumule energia, alcangando o peso e o desenvolvimento ideal para que possa mudar
de instar. O balanco entre os niveis destes hormdnios no organismo de insetos ocorre de forma
inversamente proporcional, pois quando os niveis de horménio juvenil se encontram elevados,
0s niveis de 20E encontram-se baixos.

Niveis elevados de 20E no inseto além da concentragdo normal podem levar a
distdrbios no metabolismo do inseto, podendo promover o processo de muda precoce, sem 0
inseto ter completado o desenvolvimento necessario, ma formacdo morfologica durante o
proximo instar, alteragdo no nimero de instares (podendo haver mais ou menos instares do que
o normal no seu ciclo de vida), deterréncia e esterilidade, podendo também leva-lo a morte
antes de completar o ciclo de vida (BLACKFORD & DINAN, 1997; DINAN, 2001).

O ecdisteroide (ECD) 20E além de ser produzido por insetos é também produzido por
algumas espécies de vegetais, dentre eles, a Pfaffia glomeratta (Spreng), conhecida
popularmente como ginseng brasileiro, sendo bastante utilizado como fitoterapico na medicina
como ténico energético, afrodisiaco, antidiabético, em distarbios gastricos, reumatismo, anti-
inflamatdrio e regeneracdo de tecidos (OLIVEIRA, 1986; NETO et al., 2005; MENDES &
CARLINI, 2007; FREITAS et al., 2009; LEAL et al., 2010). As propriedades medicinais de P.
glomerata ou outra espécie do género Pfaffia spp. podem ser atribuidas a 20E ou outro a
composto, ou até mesmo a combinacédo de varios fitoquimicos (FESTUCCI-BUSELLLI et al.,
2008b).

Altos teores de PE causam distdrbios na fisiologia dos insetos, podendo leva-los a
morte, porém como existem espécies que se alimentam de plantas produtoras de 20E, acredita-
se que tais espécies possuam mecanismos bioquimicos que lhe confiram resisténcia ao
composto (neste caso pertencente a ordem Lepidoptera, que sao holometabolos). A resisténcia
destes insetos se baseia na capacidade de completar todo o seu ciclo de vida chegando a fase
adulta e sendo capaz de gerar descendentes férteis, mesmo se alimentando de plantas produtoras
de 20E durante varias geracdes.

Diante das questdes apresentadas, o presente trabalho teve como objetivos identificar
insetos resistentes a 20E que naturalmente se alimentam de Pfaffia glomerata (Spreng) e avaliar
a biologia do inseto atraves dos seguintes parametros: tamanho (comprimento e largura) e peso
da lagarta, pupa e capsula cefalica, numero de instares, tempo de permanéncia em cada instar
da lagarta e pupa, envergadura do inseto adulto, tempo de ovoposi¢do, nimero de ovos por

fémea, digestibilidade e a sexagem.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GINSENG BRASILEIRO (Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen)

A espécie Pfaffia glomerata (Spreng) Pedersen pertence a familia Amaranthaceae,
apresenta ampla distribuicdo geogréafica podendo ser encontrada nos Estados do Sul e Sudeste
do Brasil (MAGALHAES, 2000; FLORES et al., 2010). As plantas dessa familia s&o perenes,
subarbustivas ou arbustivas, apresentando caules eretos ou semi-eretos, geralmente ocos,
glabros ou levemente pilosos, com 0,5 a 2,5 m de altura. Apresentam raizes tuberosas, e
geralmente, bifurcadas. As folhas sdo opostas, ovado-lanceoladas e pilosas; quando novas sdo
largas e aquelas proximas das inflorescéncias séo estreitas. As flores sdo completas, ou seja,
apresentam gineceu e androceu. A planta é tipica de vegetacdo ciliar e de campos de inundacao
de rios; sendo encontrada com frequéncia no cerrado e em orla de matas, beiras de rios,
capoeiras Umidas e campos rupestres (POTT & POTT, 1994; NASCIMENTO et al., 2007).
Também se desenvolve em solos drenados, tanto argilosos, quanto arenosos (RIBEIRO &
PEREIRA, 1994; MONTANARI JUNIOR et al., 1999; BENTES et al., 2000). A propagacio
pode ser feita vegetativamente por estaquia dos ramos e sexuadamente por meio do uso de
sementes (LAZZARINI et al., 2001; MING et al., 2002).

A espécie em questdo é conhecida popularmente como fafia, ginseng do pantanal ou
ginseng brasileiro, considerada como sucessora do ginseng verdadeiro (Panax ginseng C.A.
Meyer). Possui grande potencial para consumo no mercado interno e externo, devido uma parte
da fafia produzida no Brasil ser exportada, principalmente, para o Japao e Estados Unidos,
sendo que o mercado brasileiro absorve quase toda a producéo, e o fator limitante de sua maior
comercializagio ¢é a falta de matéria-prima (MONTANARI JUNIOR, 2001).

Sua importancia comercial esta ligada a composicao bioquimica, apresentando varios
compostos com grande relevancia medicinal e para a agricultura. Dentre estes compostos, ha
os triperndides (&cido glomérico), rubrosterone, acido oleanoléico e ecdisterdides, nos quais
podem atribuir efeitos analgésicos, anti-inflamatorio, antioxidante, ténicos e afrodisiacos
(SHIOBARA et al., 1993; FREITAS et al., 2004; DANIEL et al., 2005; NETO et al., 2005;
FLORES, 2009a; LEAL et al., 2010), tendo utilidade na industria farmacéutica para a producéo
de fitoterapicos e suplementos alimentares (MAGALHAES, 2000; FLORES et al., 2009b).
Recentemente, foi determinado que 20E esta presente nas flores, folhas, caules e raizes de P.
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glomerata, sendo predominantemente acumulado em suas raizes (FESTUCCI-BUSELL et al.,
2008b).

2.2 OS ECDISTEROIDES

Os ecdisterdides (ECD) sdo hormonios polares, ester6ides que controlam o
desenvolvimento e reproducéo de artrépodes (KOOLMAN, 1989; BAKRIM et al., 2008). Estes
horménios podem ser denominados como zooecdisteroide (ZE), fitoecdisterdide (PE) e
micoecdisteroide (ME), quando presentes em animais, plantas e fungos, respectivamente. Seus
analogos podem ser encontrados nestes diferentes reinos, na forma inativa e convertidos para a
forma ativa do horménio, 20-hidroxiecdisona (Figura 1) (CHAPMAN, 1998; DINAN, 2001;
DINAN et al., 2009).

Figura 1. Representacdo estrutural dos ecdisterdides ecdisona (A) e 20-hidroxiecdisona (B). Adaptado
(FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a).

Esses ecdisterdides possuem uma cadeia estrutural universal que caracteriza o grupo
hormonal esterol, composto por quatro anéis e apresentando uma cadeia lateral ligada ao
carbono 17 (C17). A clivagem da cadeia lateral ocorre nos carbonos C19, C21 e C24
(BATHORI & PONCRAZ, 2005; NELSON, 2011) (Figura 2).

Cadeia Lateral

Figura 2. Estrutura dos ecdisteréides (EDCs) apresentando cadeia lateral C,7 (A), Cas (B), € Ca9 (C). Adaptado
(FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a).
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2.3 FUNCAO DOS ECDISTEROIDES EM PLANTAS E INSETOS

Em plantas os ecdisteroides (fitoecdisteroides) sdo considerados como metabolitos
secundarios, sendo produzidos em uma variedade de espécies vasculares na defesa vegetal
contra herbivoros (LAFONT, 1998; DINAN, 2001). Porém, pode atuar também como um
composto biologicamente ativo, afetando processos morfolégicos e fisioldgicos nas plantas, tais
como alongamento do coledptilo, ativacdo da amilase, atraso no amarelecimento das folhas,
além de atuar na diferenciacdo de células somaticas (MACHACKOVA et al., 1995).

Processos distintos podem ser regulados dependendo de diferentes concentragdes de
20-hidroxiecdisona (20E), ja que efeitos sinérgicos de 20E e indol-3-il &cido acético (AlA) séo
observados no alongamento do coledptilo (GOLOVATSKAYA, 2004; FESTUCCI-BUSELLLI,
2008b). Além disso, as concentracOes de fitoecdisteroides podem ser aumentadas pelo dano
mecéanico causado por herbivoros, insetos ou tratamento com o metil jasmonato (SCHEMELZ
etal., 1998; SCHEMELZ et al., 2002).

Em insetos, a embriogénese, o desenvolvimento larval, a metamorfose e muda sao
controlados ou induzidos por pulsos especificos de 20E. Quando o organismo do inseto esta
com a quantidade suficiente de energia armazenada necessaria para a troca e o desenvolvimento
completo do instar, pulsos especificos de 20E sinalizam que o organismo esta apto para mudar
para o instar subsequente (Figura 3). Portanto, o 20E € constantemente exigido para o
desenvolvimento do inseto ser concluido, podendo influenciar na esterilidade e reproducéo,
morte celular programada, sintese de cuticula, desenvolvimento embrionario e pupacéo (KUBO
etal., 1983; ADEL & SEHNAL, 2000; MAKKA et al., 2002).

Pulsos inespecificos de 20E ou o seu uso como forma de protegcdo contra insetos
fitfagos ndo adaptados podem causar alteracbes no seu crescimento, desenvolvimento,
alteracdes no processo de muda (ecdise), deterréncia, inibicdo da alimentacdo, podendo levar o
inseto a morte (FRANCISCO & JOSEP, 1993; BLACKFORD, 1997; DINAN, 2001; HUANG
et al., 2008; XU et al., 2009). Estudos em Pectinophora gossypiella, Spodoptera frugiperda,
Acrolepiopsis assectella e Bombyx mori observaram alteragdes no crescimento e desenvolvidos
guando alimentados com dieta a base de 20E (KUBO et al., 1981; ARNAULT et al., 1986;
KUBO et al., 1987; TANAKA & TAKEDA, 1993; RHARRABE et al., 2009).
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Figura 3. Correlacfes entre o desenvolvimento e pulsos de 20E em Drosophila melanogaster. Os processos de
desenvolvimento (embriogénese, desenvolvimento larval e metamorfose) sdo sincronizados por pulsos de ECDs.
As transicOes que ocorrem durante o desenvolvimento sdo marcadas por linhas quebradas. Adaptado (THUMMEL,
2001).

2.4 BIOSSINTESE DE FITOECDISTEROIDES

Os esterdis vegetais sdo triterpenos que incluem um grupo metil ou etil em sua
estrutura (GOODWIN, 1971), podendo ter sua cadeia modificada pela hidroxilacédo realizada
por enzimas em pontos especificos da cadeia, sendo transformados em outros compostos, como
os esterdis conhecidos: o latosterol, colesterol e 7-dehidrocolesterol, encontrados em baixas
quantidades de plantas produtoras de fitoecdisterdides, como as espécies Spinach spp. e Brainea
insignis (Hook.) J. Sm, apresentando o latosterol como o precurssor da biossintese (Figura 4)
(ADLER & GREBENOK, 1995; ADLER & GREBENOK, 1999; WU et al., 2010).

0
Latosterol Ecdisona OH Ecdisona-3P 20-hidroxiecdisona

Figura 4. Biossintese de ecdisona e 20-hidroxiecdisona em espinafre (Spinach spp.). Adaptado (ADLER
&GREBENOK, 1999).
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J& em Arabidopsis thaliana (Brassicae) o processo de sintese parece ser mais
complexo, pois séo codificadas 12 enzimas a partir de 24 genes que agem numa via biossintética
composta por onze etapas a partir do acetil-CoA para a formacédo do cicloartenol e lanosterol
(SUZUKI & MURANAKA, 2007). O lanosterol pode ser uma via alternativa para a formacéo
do latosterol (KOLESNIKOVA et al., 2006; SWAI et al., 2006). Apesar de serem conhecidos

0S precursores, a rota de biossintese precisa dos fitoecdisterdides ainda é desconhecida.

2.5 BIOSSINTESE DE ZOOECDISTEROIDES

Os ecdisterdides sdo os principais horménios esterdides nos insetos que agem no
processo de muda (ecdise) e sdo sintetizados pela agdo do hormdnio protoracicotrépico (PTTH)
nas glandulas protoracicas (FESTUCCI-BUSELLLI et al., 2008a; CHAITANYA, 2010). Em
insetos, o esterol absorvido através do consumo de plantas é transformado por meio de reagdes
quimicas em colesterol o qual pode ser transformado em 7-dehidrocolesterol (7dC) que apds
sucessivas modificacdes bioquimicas pode ser convertido em 20-hidroxiecdisona (20E)
(FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a).

A rota e as enzimas que convertem o 7-dehidrocolesterol em 3p,5B(H)-cetodiol
(2,22,25dE) ainda é desconhecida. Logo apds ocorre a a¢do catalitica de uma série de enzimas
da classe dos citocromos P450 monooxigenases que adicionam hidroxilas (OH) as cadeias
principais (GILBERT, 2004; URLACHER & EIBEN, 2006), atribuindo dessa forma a
caracteristica observada nos ecdisterdides hidroxilados. Dando continuidade & rota de
biossintese, o 3B,5p(H)-cetodiol ¢é transformado em 3p,5B[H]-cetotriol (2,22dE) através da
atividade catalitica do citocromo P450 monooxygenase (CYP306A1) (NIWA et al., 2004;
WARREN et al., 2004). Em seguida o 3B,5p[H]-cetotriol é convertido em 2-deoxiecdisona
(2dE) pela atividade da 22-hidroxilase (CYP302A1), que por sua vez é transformado em
ecdisona (E) pela acdo da 2-hidroxilase (CYP315A1) (WARREN et al., 2002; GILBERT,
2004), sendo entdo hidroxilada no carbono 20 pela enzima 20-hidroxilase (CYP314A1)
(PETRYK et al., 2003), transformando-se em 20-hidroxiecdisona (20E), a forma ativa do
horménio (HOLMWOOD & SCHINDLER, 2009). O 20-hidroxiecdisona (20E) pode se tornar
inativo principalmente por meio da acdo da enzima 26-hidroxilase, que realiza a hidroxilagéo

convertendo-o em 20,26-hidroxiecdisona. Esta enzima também transforma o ecdisona (E) no



24

composto 26-hidroxiecdisona, através de reacfes de hidroxilacdo do carbono 26 (WARREN et
al., 2006).

Em algumas espécies como em Drosophila melanogaster e Spodoptera littoralis, foi
verificado que a ecdisona pode ser oxidada por outra enzima, a ecdisona oxidase, que a catalisa
em dehidroecdisona (TAKEUCHI et al., 2001; TAKEUCHI et al., 2005). Em S. littoralis, 0 3-
dehidroecdisona é reduzido a 3-epiecdisona (3DE) pela 3a-redutase (TAKEUCHI et al., 2000)
(Figura 5).

CH3

Fitoester6is ———» Colesterol ——» 7-dehidrocolesterol —¥» —» —» 3p,5p[H]-cetodiol
(C) (7dC) (2,22,25dE)
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Figura 5. Biossintese e metabolismo de zooecdisterdides. Insetos alimentados em dieta contendo fitoesterois, que
foram convertidos em cetodiol em seus organismos. H& possivelmente muitas etapas desconhecidas entre 7dC e
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2,22,25dE. Citocromo P450s sdo responsaveis por uma sequéncia de hidroxilagdes de 2,22,25dE (no carbono 25);
2,22dE (no carbono 22); 2dE (no carbono 2); E (no carbono 20). As modificacdes estruturais sdo mostradas por
um circulo hachurado. Adaptado (FESTUCCI-BUSELLI et al., 20083).

2.6 MECANISMO DE ACAO DE 20-HIDROXIECDISONA EM INSETOS

Para que haja a acdo do hormonio 20E no organismo, ele precisa se ligar ao receptor
de ecdisona (EcR) e complexo ultraespiradculo (USP), que agem como um fator de transcricdo
que controla a sinalizacdo em varias vias de muitos organismos. O complexo EcR-USP
formado, induz a transcricdo de genes primarios responsaveis pela ecdise, conhecidos como
genes precoces (SEGRAVES & HOGNESS, 1990; THUMMEL et al., 1990; DIBELLO et al.,
1991; KOELLE et al., 1991; YAO et al., 1992; THOMAS et al., 1993; THUMMEL, 1995). O
produto dos genes primarios traduz e amplifica o sinal de 20E que é responsavel pelo controle
da expressdo dos genes secundarios (THUMMEL, 1996; WHITE et al., 1997; JIANG et al.,
2000) que sdo expressos no estagio e tecidos especificos responsaveis pelo desenvolvimento do
inseto. A expressao de EcR foi verificada nas células protoracicotropicas (PTTH), produzidas
no cérebro de Bombyx mori (HOSSAIN et al., 2006).

2.7 APLICABILIDADE BIOTECNOLOGICA DOS ECDISTEROIDES

Os ecdisteréides apresentam aplicabilidade biotecnoldgica, agroquimica,
farmacoldgica, medicinal e interferéncias sobre processos morfologicos e fisioldgicos em
plantas (FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008a). O 20-hidroxiecdisona (20E) é o ecdister6ide mais
ativo e considerado o principal agente indutor de metamorfose nos insetos (DINAN, 2001),
além de ser o ecdisterdide encontrado em maior concentracdo em plantas e em insetos
(SAVCHENKO et al., 1998; DINAN, 2001). Os fitoecdisterdides em plantas possui papel
defensivo contra insetos e ataques de nematoides, ou entdo podem possuir uma funcao
fisioloégica no interior da planta. S8 encontrados em grandes quantidades em plantas
(LAFONT & DINAN, 2003; BATHORI & PONCRAZ, 2005; DINAN & LAFONT, 2006),
além de ser em torno de 20 vezes mais ativos em plantas do que em insetos (ZIBAREVA,
2009). Anélogos a esta classe estdo presentes em insetos, apresentando a funcdo hormonal de
muda em seus organismos, atuando no processo de ecdise (DINAN, 2001; VIGO, 2004).

Insetos que ndo sdo adaptados ao consumir plantas que tenham em sua composicdo 0s
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fitoecdister6ides podem apresentar em seu organismo graves distdrbios no seu
desenvolvimento larval, redugéo de peso, alteracGes na sua ecdise e ou mortalidade. Entdo, este
composto pode ser empregado como inseticida natural em culturas de interesse agronémico
(KLEIN, 2004) ou entdo o conhecimento da sua rota de biossintese para estimular sua producéo
em culturas, visando o controle de insetos sem 0 uso de agrotoxicos, ja que este composto ndo
acarreta danos ao meio ambiente e nem intoxica mamiferos (DINAN & LAFONT, 2006;
FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008).

2.8 RESISTENCIA DE INSETOS A FITOECDISTEROIDES

Apesar de insetos e algumas espécies de plantas produzirem ecdisterdides analogos,
como por exemplo, o 20-hidroxiecdisona (20E), este composto em plantas pode chegar a ser 20
vezes mais ativo e se apresentar em maior concentragcdo do que em insetos (CAMPS et al.,
1991; HARMATHA & DINAN, 1997). Como uma concentracdo de 20E maior do que a
necessaria em insetos pode levar a picos ocasionando uma ecdise precoce, levando
anormalidade do crescimento e desenvolvimento, podendo chegar até a morte (CAMPS &
COLL, 1993; TANAKA & TAKEDA, 1993; SAVOLAINEN et al., 1995; BLACKFORD &
DINAN, 1997; MONDY et al., 1997). Porém, com a evolucdo, espécies de insetos podem ter
adquirido tolerancia ou até resisténcia a elevadas concentracdes do composto em seu
organismo. A imunodefesa dos insetos pode ser classificada como celular (incluindo a
fagocitose ou encapsulacdo) ou humoral, na qual inclui peptideos antimicrobianos, lisozimas e
cascata de fenoloxidases (PO) (JIRAVANICHPAISAL et al., 2006). Esta habilidade pode ser
adquirida pelo desenvolvimento de mecanismos de desintoxificacdo através da expressao de
genes que codificam enzimas com essa atividade, tais como fenoloxidases, que oxidam grupos
fendis, citocromo P450 monoxigenase (CYP450) que liga 4&tomos de oxigénio ou grupo
hidroxila nas cadeias. Estas enzimas tém a capacidade de inativar ou converter diversos
substratos (GUENGERICH, 1991; URLACHER & EIBEN, 2006).

2.9. BIOPROSPECCAO

A biodiversidade é definida como o conjunto de todos 0s seres vivos que vivem em um

ecossistema, em que a sua importancia ultrapassa o valor de matéria-prima, chegando a
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relevancia cultural, genética e econdmica (BOREM, 2005). No Brasil, se encontra em torno de
15 a 20% de toda a biodiversidade mundial, em que nele ha 55 mil espécies de vegetais
(correspondendo a 20% do total mundial) e provavelmente entre 10 e 15 milhdes de insetos,
em que muitas familias ainda ndo foram catalogadas (LOPES et al., 2005).

A partir deste principio, a Bioprospec¢do envolve a pesquisa em busca de novos
materiais bioldgicos, baseada no estudo da biodiversidade existente em um ecossistema,
podendo ter como foco novas espéecies de seres vivos, compostos quimicos presentes em
espécies, e material genético que tenham aplicabilidade na industria biotecnolégica, com
importancia comercial como no ramo medicinal, farmacéutico e agronémico (ARTUSO, 2002).
O objetivo é o de se criar bancos de caracteres e fun¢Bes para se ter acesso as variabilidades
genéticas disponiveis ao uso do melhoramento genético e da biotecnologia. Estes acervos sao
constituidos por populacdes, genotipos contrastantes, linhas recombinantes para estudos
detalhados na &rea da genética, fisiologia e molecular das bases biolégicas de interesse do
estudo (LOPES, et al., 2005).

No caso desta linha de estudo, o objetivo foi de realizar a bioprospeccéao de insetos que
apresentem resisténcia ao composto 20-hidroxiecdisona produzido por plantas de P. glomerata
para a partir dai executar estudos mais detalhados quanto a identificacdo de genes presentes nas
espécies encontradas que conferem a resisténcia e saber quais 0s mecanismos utilizados pelo

organismo do inseto, caso ele tenha a capacidade de identificar tal composto.

2.9 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a importancia de 20-hidroxiecdisona (20E) na defesa de plantas contra
insetos, na alteracdo do desenvolvimento de insetos e ainda a sua extensa aplicabilidade
biotecnoldgica, torna-se necessario i) identificar insetos resistentes a 20E, ii) realizar a
caracterizacdo bioldgica destes insetos alimentados com P. glomerata e iii) analisar os efeitos

de 20E nestes insetos, objetivando avaliar a sua resisténcia ao composto.
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3 CAPITULO 1: BIOPROSPECCAO DE INSETOS RESISTENTES AO
ECDISTEROIDE 20-HIDROXIECDISONA

3.1 INTRODUCAO

Os ecdisteroides sdo hormonios esteroides, que sdo encontrados em artropodes, mais
especificamente em insetos, em poucas plantas e mais raramente em espécies de fungos, sendo
denominados respectivamente como zooecdisterdides (ZEs), fitoecdisterdides (PEs) e
micoecdisteroides (MEs) (FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008; SPLINDER et al., 2009).

Em insetos, os ecdisterides tém um papel fundamental no crescimento e
desenvolvimento, atuando no processo de muda e metamorfose através de pulsos de
ecdisteroides que sinalizam ao organismo do inseto que estd pronto para trocar de instar. Estes
sdo produzidos nas glandulas protoracicas (SMITH, 1998; TIMOFEEV, 2009).

Alguns ecdisteroides sdo encontrados tanto em plantas como em insetos, dentre eles o
20-hidroxiecdisona, que € uma forma ativa do horménio derivada do ecdisona, responsavel por
atuar no desenvolvimento dos insetos, como na embriogénese, muda dos instares na fase larval
e metamorfose por meio de pulsos especificos sinalizando que o organismo do inseto esta
preparado para a muda (MAKKA et al., 2002; GOODMAN & GRANGER, 2005; KANEKO
etal., 2011).

Pulsos inespecificos de 20-hidroxiecdisona (20E) durante o periodo de imaturidade do
inseto podem ter sérias consequéncias para seu desenvolvimento. Quando esses pulsos ocorrem
sem o acumulo adequado de energia e desenvolvimento necessario para a transicdo entre
instares, o inseto pode enfrentar uma série de problemas, como disturbios no desenvolvimento,
levando a desajustes no crescimento; inibicdo do crescimento afetando o tamanho final do
inseto; anomalias morfoldgicas, comprometendo a funcionalidade do inseto; deterréncia,
levando-o0 a comportamentos alterados, dificultando a alimentagdo ou a reproducéo; e o risco
de morte (FRANCISCO & JOSEP, 1993; HUANG et al., 2008; RHARRABE et al., 2009; WU
etal., 2010).

Em mamiferos, inclusive em humanos, ha evidéncias que o 20E possui propriedades
medicinais e farmacoldgicas dentre elas acdo energética e regeneracdo de tecidos atraves da
proliferacdo de células somaticas, porém eles ndo sdo capazes de sintetizar este ecdisterdide
(SLAMA & LAFONT, 1995; DINAN, 2001; LAFONT & DINAN, 2003; BATHORI &
PONGRACZ, 2005; DINAN & LAFONT, 2006).
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O 20E pode ser encontrado em varias espécies de vegetais, como em P. glomerata,
conhecida popularmente como ginseng brasileiro pertence a familia Amaranthaceae, sendo
encontrada na América do Sul (SHIOBARA et al., 1993; FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008).
Recentemente, foi determinado que 20E esta presente em flores, folhas, caules e raizes de P.
glomerata, sendo predominantemente acumulado em raizes (FESTUCCI-BUSELLI et al.,
2008b). Em plantas, 20E é considerado um metabolito secundario, podendo agir como
composto fitohormonal, na defesa contra insetos fitofagos ndo adaptados e no crescimento e
proliferacdo celular (MACHACKOVA et al., 1995; LAFONT, 1997; DINAN, 1998;
GOLOVATSKAYA, 2004).

Altas concentragdes de fitoecdisteroides estimulam a muda anormal em varios insetos,
podendo leva-los a morte e como o0 20E ndo causa toxidez nos humanos, acredita-se que pode
ser utilizado como forma de protecao contra predadores herbivoros em culturas de importancia
comercial alimenticia, consequentemente diminuindo o uso de inseticidas quimicos (DINAN,
1998; DINAN, 2001; GOLOVATSKAYA, 2004, FESTUCCI-BUSELLI et al., 2008).

Como as espécies durante a evolucdo se adaptam as condi¢Oes adversas, acredita-se
gue os insetos desenvolveram mecanismos de defesa que lhe condicionam tolerancia ou
resisténcia a compostos toxicos ao seu organismo, podendo apresentar anomalias morfoldgicas,
ou em alguns casos, apresentar desenvolvimento normal, dependendo da concentragéo de 20E
inserido em dieta. Diversos estudos tém observado o crescimento e desenvolvimento de
espécies de insetos alimentados com dieta a base de 20E, como em Plodia interpunctella,
Corcyra cephalonyca e Bombix mori, no qual foi verificado morfologia da pupa e inseto adulto
anormal (RHARRABE et al., 2009; TIAN et al., 2010; CHAYNTANIA et al., 2010), porém
em outros ensaios foram adicionados em dieta de Bombyx mori, conhecido como bicho da seda,
em que houve o desenvolvimento e crescimento normal, com ocorréncia de um instar a mais,
apresentando neste caso um aspecto favoravel ja que permanecendo maior tempo no estado
larval ha maior producéo de seda.

Considerando que 20E esta presente em flores, folhas, caules e raizes de P. glomerata
(FESTUCCI-BUSELLLI et al., 2008b) e a biodiversidade presente na floresta Amazénica, o
presente trabalho teve como objetivo realizar a bioprospeccao e caracteriza¢do biologica de

insetos resistentes a 20E.

3.2 MATERIAL E METODOS
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3.2.1 Local de execucédo dos experimentos

Os experimentos foram executados no Laboratdrio de Fisico-Quimica e em casa de
vegetacdo, localizado no Centro de Tecnologia Agropecuaria (CTA) da Universidade Federal
Rural da Amazonia (UFRA). As analises foram realizadas no Laboratério de Entomologia de
Controle Biolodgico, na Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA). As fotos foram

obtidas no Laboratério de Fitopatologia e Entomologia da Embrapa Amazdnia Oriental.

3.2.2 Producéo das mudas de P. glomerata para alimentacéo dos insetos

Foram propagadas mudas de Pfaffia glomerata a partir de clones de trés meses de
idade escolhidos aleatoriamente plantados em recipientes plasticos de dois litros com um
substrato contendo: solo: areia: esterco (4:1:1). Em cada recipiente foram adicionados antes do
transplante, macronutrientes: [N (6,40 g), P (9,78 g), K (5,31 g), Ca (6,41 g), Mg (1,15 g), Fe
(0,07 g)] e micronutrientes: [B (14,44 mg), Mn (73,19 mg), Zn (26,08 mg), Mo (1,32 mg), Cu
(0,08 mg), Co (0,08 mg)], de acordo com a necessidade da espécie. As plantas foram irrigadas

diariamente e acondicionadas por trés meses em casa de vegetacao.

3.2.3 Coleta e criacdo dos insetos

Plantas iscas de P. glomerata foram colocadas em vérios locais proximos a areas de
mata por 06 meses para a coleta de insetos que estivessem se alimentando desta planta em sua
fase larval (lagartas). Os insetos coletados foram levados ao laboratério para concluirem seu
ciclo de vida, sendo alimentados diariamente exclusivamente com folhas da referida planta. As
larvas foram mantidas em um fotoperiodo de 8 horas diarias, temperatura a 27 °C. Os insetos
que concluiram seu desenvolvimento e geraram descendentes férteis durante trés geracdes
foram considerados como resistentes ao composto 20-hidroxiecdisona. A partir da terceira

geracao os insetos comecaram a serem utilizados nos experimentos.

3.2.4 Identificacdo dos insetos



40

A identificagdo dos insetos foi realizada na Universidade Federal Rural da Amazonia
(UFRA) pela Professora e Doutora em Entomologia Telma Batista. As caracteristicas
observadas foram as que distinguem a familia e, em segundo, as caracteristicas observadas nas
asas que sdo peculiares desta espécie: apresentam trés estrias escuras nas asas anteriores e duas

nas asas posteriores dispostas longitudinalmente e paralelas entre si.

3.2.5 Obtencéo da populacdo massal dos insetos

Para se obter uma populacdo massal dos insetos, mariposas (fase adulta) foram
colocadas dentro de gaiola de reproducdo ao ar livre para simular o ambiente natural. A
alimentacdo foi baseada em solucdo de mel a 20%, embebida em algoddo dentro de copos
plasticos de café. Mudas de P. glomerata foram colocadas dentro da gaiola para que 0s insetos
pudessem fazer a ovoposicdo. As folhas que continham ovos foram levadas para o laboratério
para que as larvas pudessem concluir o ciclo vital, sendo alimentadas somente com folhas de
Pfaffia. Para a geracdo de populacdo massal foi necessario em torno de 3 a 5 geracoes.

Os ovos foram acondicionados em placas de Petri higienizadas com alcool, com a
eclosdo das lagartas de 1° instar, estas foram separadas em gerbox também higienizado com
alcool, sendo colocadas 10 lagartas em cada recipiente para 0 melhor controle do experimento.

3.2.6 Avaliag0es realizadas

Biologia do inseto

Para a anlise da biologia do inseto, primeiramente houve a sincronizacdo dos instares
através do monitoramento de quatro em quatro horas da ovoposi¢édo da geracao que foi avaliada,
ou seja, foram retirados 0s ovos depositados durante esse intervalo de tempo a fim de obter um
maior controle e observar o tempo médio que insetos de mesma idade levaram para trocar de
instar. Apds a sincronizagdo foram escolhidas 30 lagartas (n=30) aleatoriamente para a

avaliagdo dos seguintes caracteres:

Ovoposicao
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Foram colocados 9 casais de insetos adultos em gaiola de reproducdo no mesmo dia
em que houve a sua emergéncia de pupa para adultos. Foi contabilizado o nimero de ovos
colocados diariamente pelas fémeas e os dados apresentados sdo a média aritmética de

ovoposicao diaria pelo nimero de fémeas contidas na gaiola.

Ovos

Foi realizada a mensuragdo do didmetro anterior, médio e inferior de 30 ovos com a

utilizacdo de um paquimetro. Também foram analisadas a disposi¢do dos ovos sobre a folha

(isolados ou em conjunto), e o periodo médio de eclosdo das lagartas a partir do ovo.

NUmero de instares

O namero de instares e seu tempo de permanéncia (dias) em cada instar foi observado

durante o ciclo de vida dos insetos alimentados com a planta produtora de 20-hidroxiecdisona.

Cépsula Cefalica

Foram mensurados o comprimento e largura com o uso de um paquimetro. J& o peso

médio das cépsulas cefalicas liberadas em cada mudanca de instar pelas lagartas foram obtidos

através de balanca de precisdo, sendo que foram necessarias um valor de n > 30 para atingir

dado quantitativo na balanca de alta preciséo.

Crescimento das lagartas

Foi verificado o crescimento das lagartas através da mensuragdo do comprimento e

largura do torax e abddmen em cada instar larval, os dados foram obtidos com o uso de

paquimetro.
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Peso

Foi quantificado o peso em cada instar larval, pré-pupa, pupa e capsula cefalica através

de balanca de alta precisao cedida pelo Laboratorio de microbiologia da UFRA.

Tamanho dos insetos adultos

Machos e fémeas foram avaliados, mensurando o tamanho da envergadura,
comprimento e largura das asas anteriores e inferiores até o ponto de inser¢do das asas, do corpo
a altura do toérax, no mesmo ponto de insercdo das asas anteriores da mariposa e comprimento

das antenas utilizando um paquimetro como ferramenta.

Longevidade

Foi verificado o tempo de permanéncia das lagartas (insetos na fase imatura) em cada
instar, e em insetos adultos de ambos os sexos contados desde o dia da emergéncia da mariposa

até a morte.

Digestibilidade

A digestibilidade dos insetos durante a sua fase larval foi avaliada através da razéo do
peso foliar ingerido pelo peso do excremento das lagartas (digestibilidade = ((peso ingerido-
peso excretado) / peso ingerido) x 100). O peso ingerido pelas lagartas desta espécie em 24
horas é em torno de 22% do peso total. Para a coleta do peso foi utilizada balanca de preciséo.

A éarea foliar consumida por lagarta foi encontrada pela razdo das folhas inteiras e as
sobras de folhas ap6s 24 horas de consumo, a obtencdo dos dados foi através de desenho no
contorno do limbo foliar em papel milimetrado, digitalizado e a verificagdo de area foliar
remanescente foi quantificada pelo Programa Foxit Reader (PDF).

O Peso consumido foi quantificado da seguinte forma: Peso consumido = Peso foliar
das folhas inteiras - Peso das folhas restantes p6s consumo - perda de peso por desidratacdo
(BOARETO & BRANDAO, 2000).



43

Fotos dos instares das lagartas, pupas e adultos

As fotos de lagartas e pupas foram obtidas em lupa com cadmera fotogréfica acoplada,
e foram selecionadas trés lagartas, duas pupas e dois adultos de sexos diferentes para serem

fotografados diariamente.

Sexagem

A identificacdo do sexo dos insetos em fase de pupa foi realizada no Laboratério de
Entomologia da Embrapa Amazonia Oriental. As pupas foram separadas de acordo com 0 sexo
para observar a emergéncia para a fase adulta e identificar a ocorréncia de dismorfismo sexual.
Os insetos tiveram a sua fase de reproducdo avaliada, e o comportamento observado foi
confirmado através de estudo anterior com esta espécie por Cruz & Castillo (1989), que

relataram ocorréncia de dismorfismo.

3.2.7 Andlise Estatistica

O programa estatistico utilizado foi 0 ASSISTAT 7.5 Beta, realizando o Teste “t” a
5% de significancia e o desvio padrdo, em caracteres avaliados em fungdo do dismorfismo
sexual do inseto a partir da fase de pupa, a partir de 15 individuos de cada sexo, totalizando em
30 individuos (n=30). Ja em caracteres avaliados durante a fase imatura de lagarta sem a
diferenciacdo sexual, utilizou-se apenas a média e o desvio padrdo dos dados obtidos de 30

lagartas.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Identificagéo do inseto
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Neste trabalho foi identificada a espécie Omiodes indicata (FABRICIUS, 1775)
(Lepidoptera:Pyralidae) apresentando resisténcia ao 20-hidroxiecdisona (20E). E considerada
uma praga secundaria de ampla distribuicdo geografica, havendo relatos de sua ocorréncia no
Parana, Maranh&o, Roraima e Goias, tendo como plantas hospedeiras culturas comerciais como
a soja e o feijoeiro, ocorrendo no final do ciclo da cultura da soja quando a desfolha ndo é
importante (HOFFMAN-CAMPO et al., 2000; RATTES et al., 2008), ja em plantas de feijoeiro
comum tem gerado danos consideraveis devido a desfolha total da planta no estado de Sao
Paulo (QUINTELLA & BARRIGOSSI, 2005).

3.3.2 Ovos

Os ovos caracterizam a fase embrionaria dos insetos, em que hé a formacdao de lagartas
de primeiro instar. Os ovos da especie Omiodes indicata sdo do tipo globular (Figura 1),
ovopositados individualmente ou em grupos de ovos. Inicialmente, quando recém postos, 0s
ovos apresentam a coloracdo branca se tornando amarelados proximo a ecloséo, sendo possivel
até visualizar o embrido (lagarta) ja formado dentro do ovo. Os ovos levam em média de dois
a trés dias para eclodirem, variando em tempo maximo de um a quatro dias. Apds este periodo
0s ovos que nao eclodiram sdo considerados estéreis, adquirindo o aspecto ressecado e

murchos, aparentando ser apenas uma pelicula fina sobre a superficie foliar.

Figura 1. Ovo de O. indicata. Foto obtida no laboratério de Entomologia da Embrapa Amaz6nia Oriental. A barra

corresponde a Imm de comprimento.

3.3.2.1 Tamanho médio dos ovos
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Os ovos apresentaram altura média de 0,96mm (£0,05), didmetro central de 0,87mm
(x0,07); os diametros inferior e superior possuem o mesmo valor de 0,80mm (%0,01),
confirmando dessa forma que os ovos sdo do tipo globular devido apresentarem valores de

medidas aproximados.
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Figura 2. Médias para altura, didmetro central, didmetro inferior e didmetro superior de ovos de O. indicata (N=30)
alimentadas com P. glomerata.

3.3.2.2 Ovoposicao

As mariposas comegam a ovopositar um dia apds a sua emergéncia, comecando com
baixa producdo de ovos (12 ovos totais; 1,33 ovos/fémea), e 0s ovos depositados no primeiro
dia apresentaram-se inviaveis (Tabela 1). Ao longo dos dias houve o aumento da postura de
ovos e a fecundacédo destes foram constatadas através da ecloséo das larvas.

O pico maximo de postura foi observado ao quarto dia (227 ovos; com média de 25,22
ovos/fémea), havendo destes 98,23% de ovos viaveis/fecundados. Do quinto dia em diante
houve o decréscimo gradual na ovoposicao e eclosdo. Do décimo quarto ao décimo sexto dia
foi observado somente a producao de um ovo diario, todos sem viabilidade. Apds o 16° dia foi

finalizado o periodo de reproducdo dos insetos.
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Tabela 1. Ovoposicdo de mariposas de O. indicata em ambiente natural, alimentadas com solugédo de mel a 5%.
Foram utilizados 9 casais de adultos simultaneamente e utilizado o teste de média simples para a obtencdo de
ovoposicao por cada fémea.

Médiade  Ovos Ovos Ovos viaveis Ovos inviaveis
Dia ovos/fémea totais eclodidos (%) (%)
1 1,33 12 0 0 100
2 0,22 118 107 90,68 9,32
3 0,33 163 159 97,54 2,46
4 25,22 227 223 98,23 1,77
5 23,22 209 198 94,74 5,26
6 13,78 124 115 92,74 7,26
7 16,44 148 143 96,62 3,38
8 11,11 100 83 83 17,00
9 8,67 78 71 91,03 8,97
10 3,44 31 28 90,32 9,68
11 3,33 30 27 90 10,00
12 1,00 9 5 55,56 54,56
13 0,22 2 0 0 100,00
14 0,11 1 0 0 100,00
15 0,11 1 0 0 100,00
16 0,11 1 0 0 100,00

3.3.3 Lagartas

As lagartas de O. indicata alimentadas com folhas de P. glomeratta apresentaram seis
instares durante a fase de desenvolvimento (Figura 3), enquanto em experimento realizado por
Cruz & Castillo (1989) com lagartas da mesma espécie alimentadas com folhas de soja, relatou
o0 desenvolvimento de cinco instares em seu estadio larval.

O aparelho bucal é do tipo metagnato, com caracteristicas de mastigador na fase
imatura e sugador labial durante a fase adulta do inseto; e classificado como hipognata, devido
a direcdo das pecas bucais serem direcionadas para baixo e a cabeca se direciona no angulo
vertical, formando o angulo de 90° (GALLO et al., 2002).
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Figura 3. Lagartas de O. indicata. A: primeiro instar; B: segundo instar; C: terceiro instar; D: quarto instar; E:
quinto instar e F: sexto instar alimentadas com folhas de P.glomerata. As barras representam 1 mm de

comprimento.

3.3.3.1 Descricgédo

Primeiro instar. As lagartas séo transparentes, apresentaram cabeca preta e cerdas
partindo de tubérculos de cor marrom alinhados longitudinalmente. Ha a presenca de pernas,
mais precisamente oito pares, sendo trés pares presentes no torax, quatro pares de pernas
abdominais e um par de pernas anais, todos esbranquicados da mesma cor do corpo. S&o pouco
ativas neste instar e alimentam-se através de raspagem a superficie foliar (Figura 3A).

Segundo instar. As lagartas sdo brancas tendendo para o transparente, sendo possivel
observar a folha ingerida ao longo de seu aparelho digestivo, aparentando entdo que seu corpo
é esverdeado, também h& a presenca de cerdas dispostas longitudinalmente. Neste instar sua
alimentacdo ainda continua por raspagem foliar e comeca a produzir teias que sao utilizadas
para enrolar a folha, ou entdo unir duas folhas, envolvendo o corpo e passa o restante do
desenvolvimento larval envolvida no cartucho formado em meio aos seus excrementos
depositados. Posteriormente, passa a se alimentar dessa folha enrolada (Figura 3B).

Terceiro instar. As lagartas apresentam cerdas ao longo do corpo, porém mais
espacadas umas das outras e menores comparadas ao primeiro instar. A alimentacdo é mais

intensa em relacdo ao segundo instar, ingerindo maior area da superficie foliar através da
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raspagem. Sua atividade se torna mais ativa, ingerindo mais rapidamente as folhas e se
movimenta mais em busca de outras folhas para se enrolar e se alimentar (Figura 3C).

Quarto instar e quinto instar. Nestes instares as lagartas passam a se alimentar com
maior intensidade e a sua atividade torna-se mais ativa, se movimentando mais ao longo das
folhas da planta, j& que logo se enrolam nelas através da teia que produzem e logo se alimentam
dessa folha enrolada, passando para outra. Também a preferéncia nesta fase € pelas folhas mais
velhas, que sdo maiores e encontram-se mais proximas a base da planta. Conclui-se que o
movimento das lagartas € das folhas mais novas (no apice da planta) para as folhas mais velhas
(mais proximo ao solo) (Figura 3D e 3E).

Sexto instar. Os tubérculos de onde partem as cerdas se tornam mais visiveis, podendo
ser observados sem a utilizacdo de lupa, apresentando uma cor variando do marrom para o
preto. Ao se aproximar da fase de pré-pupa a ingestdo de alimento € cessada e a movimentacao
da lagarta vai diminuindo. A lagarta forma uma protecdo com a producdo de teia envolta do
corpo ou entdo enrola-se na folha, sua cor vai mudando de esbranquicada onde é possivel ver o

alimento ingerido ao longo do corpo, para branco leitoso tendendo para amarelo (Figura 3F).

3.3.3.2 Crescimento

O crescimento das lagartas foi avaliado em cada instar larval, e os valores médios de
comprimento corporal (Figura 4) e largura tordcica (Figura 5), respectivamente, foram de
0,97mm (£0,1) e 0,13mm (£0,05) para o primeiro instar; no segundo instar foram de 2,86mm
(x0,08) e 0,2mm (x0,00); terceiro instar foram de 5,6mm (x0,1) e 0,32mm (+0,04); para o
quarto instar os valores encontrados foram de 10,7mm (x2,1) e 0,99mm(%0,04). Para o quinto
instar larval os valores foram de 17,16mm (£1,02) e 1,25mm (+0,07) e para o sexto instar foram
de 21,27mm (£0,58) e 1,93mm (£0,05).
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Figura 4. Comprimento corporal, em milimetros, de lagartas do primeiro ao sexto instar de O. indicata.
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Figura 5. Largura toracica, em milimetros, de lagartas do primeiro ao sexto instar de O. indicata.

3.3.3.3 Peso
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Para a mensurag&o do peso, foram utilizadas 30 lagartas do 1° ao 3° instar e 20 lagartas

do 4° ao 6° instar. O peso médio das lagartas em cada fase larval foi de 0,17mg para o primeiro
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instar; 0,26mg para o segundo instar; 1,90mg nas de terceiro instar; 7,8mg para o quarto instar;
quinto e sexto instar foram de 35,4mg e 71,2mg, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6. Peso médio das lagartas de O. indicata em cada instar da fase imatura alimentadas a base de P.
glomerata. N=30 lagartas.

3.3.3.4 Digestibilidade

A digestibilidade variou de 88,56 % a 98,80%, durante o quinto e sexto instar,
respectivamente, significando que as lagartas possuem alta taxa de digestibilidade ao se
alimentar de folhas de P. glomerata, havendo consequentemente um alto acimulo de energia
utilizado durante o processo de muda de instar, e afetando diretamente no peso e crescimento
da lagarta (Tabela 2). A menor area e peso foliar consumidos ocorreram durante o primeiro
instar (54,79mm2 e 6,29mg), porém neste instar foi observada a terceira maior digestibilidade
(96,09%). A maior area e peso foliar ingeridos foi durante o sexto instar larval (1726,93 mmz2 e
155,60mg), havendo também maior digestibilidade (98,80%) dentre os instares avaliados.



Tabela 2. Area e Peso Foliar diario e Digestibilidade em Lagartas de O. indicata. N=30 lagartas.

Instar  Area Foliar Peso Foliar Peso
consumida Consumido Excretado Digestibilidade
(mm?) (mg) (mg) (%)
1° 54,79 6,39 0,25 96,09
2° 191,26 20,43 0,40 98,04
3 719,30 55,74 3,15 94,35
4° 1066,71 84,15 5,60 93,35
S° 369,52 100,85 11,53 88,56
6° 1726,93 155,60 1,87 98,80

3.3.3.5 Cépsula cefélica
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As capsulas cefalicas da espécie O. indicata apresentam a forma semelhante de um

coracdo invertido, coloracdo preta, presenca de cerdas na parte lateral de coloragéo preta, sendo

mais evidentes nas cdpsulas de primeiro e segundo instar, ficando mais espacadas uma das

outras e menos evidentes a partir do terceiro instar, devido o crescimento da lagarta. As capsulas

do primeiro ao sexto instar sdo apresentadas na Figura 7.

As capsulas possuem sutura epicranial que vai se tornando mais evidente com o

desenvolvimento dos instares, dividindo superiormente a capsula cefalica em duas regides.

Figura 7. Cépsulas cefélicas dos seis instares de Omiodes indicata. (A) primeiro instar, (B) segundo instar, (C)
terceiro instar, (D) quarto instar, (E) quinto instar, e (F) sexto instar. As barras representam 0,5mm de

comprimento.
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3.3.3.6 Tamanho da capsula cefélica

As capsulas cefalicas refletem o crescimento das lagartas de acordo com o
desenvolvimento da fase imatura (de lagarta), pois pode-se inferir o crescimento da cabeca, do
cérebro e corporal (Figuras 8 e 9). Foram avaliados o crescimento das capsulas cefalicas em
cada um dos instares tomando como base a mensuragdo do comprimento e largura das capsulas,
utilizando para coleta de dados trinta capsulas que foram excretadas pelas lagartas no recipiente
ao mudar de instar. Os comprimentos e larguras encontrados, respectivamente, no primeiro
instar foi de 0,22mm (£0,04) e 0,1mm (0,00); no segundo instar foi de0,37mm (£0,06) e
0,2mm (£0,00); terceiro instar de 0,69mm (+£0,06) e 0,37mm (0,05); quarto instar de 0,95mm
(£0,05) e 0,46mm (£0,05); quinto instar de 1,46mm (+0,05) e 0,65mm (+0,05); sexto instar de
1,96mm (+0,19) e 0,96mm (z0,05).
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Figura 8. Comprimento médio da cdpsula cefélica de lagartas do primeiro ao sexto instar alimentadas a base de
folhas de P. glomerata.
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Figura 9. Largura média da capsula ceféalica de lagartas do primeiro ao sexto instar alimentadas a base de folhas
de P. glomerata. Foram utilizadas n=30 cépsulas cefélicas.

3.3.3.7 Mortalidade

O maior indice de mortalidade ocorreu no primeiro e quinto instar apresentando a
morte de quatro lagartas o que corresponde a 13,33% de mortalidade (Tabela 3). Em seguida,
houve incidéncia de mortalidade durante o sexto instar com a morte de duas lagartas
correspondendo a 6,66% de mortalidade. Durante o periodo de segundo e quarto instar ndo foi

verificado a mortalidade de lagartas.

Tabela 3. Taxa de mortalidade de lagartas de O. indicata alimentadas com P. glomerata.

Instar Lagartas mortas Mortalidade (%)

1° 4 13,33
2° 0 0
3° 0 0
40 0 0
5° 4 13,33
6° 2 6,66

n= 30 lagartas.
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3.3.4 Pupa

A fase de pupa é a fase intermediaria que o inseto passa da fase imatura de lagarta para
a fase adulta, aparentando dorméncia (GALLO, 2002). E durante o periodo de pupa que ocorre
uma série de processos bioquimicos e tranformagdes morfoldgicas para que ele sofra a
metamorfose, emergindo o adulto morfologicamente diferente da fase imatura, obtendo a
capacidade de voar.

As pupas de O. indicata sdo do tipo obtecta e nua, ndo sendo possivel a observacao
dos apéndices devido estarem bem aderidos ao corpo, e a pupa néo estar protegida ou envolvida
por casulo. Apresentam a coloracdo amarela clara quando se torna pupa recentemente, e 0 corpo
mole por ndo ter iniciado o processo de esclerotizacdo. Pode ser encontrada no solo ou entdo
fixada em folhas por fios (cremaster) na extremidade inferior produzida pela lagarta antes de

iniciar o processo de pupagédo (GALLO, 2002) (Figura 10).

e . L.

g B ng

Figura 10. Vista dorsal (A) e ventral (B) de pupa de O.indicata alimentadas com folhas de P.glomerata. As barras
correspondem a 1mm.

Rapidamente, em torno de duas horas, ela se torna totalmente esclerotizada,
apresentando a cor marrom, podendo variar do claro ao escuro, sendo que o0 corpo esclerotizado

se torna enrijecido devido a producéo de quitina, (Figura 10).

3.3.4.1 Sexagem

A diferenciagdo do sexo masculino e feminino dos insetos desta espécie somente é

possivel a partir da fase de pupa. A diferenca é caracterizada pela posicdo que a genitalia do
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inseto estd, ou seja em que segmento ela se encontra, nas pupas fémeas a cavidade da genitéalia
estd presente no segundo segmento apds o anus (Figura 11A, 11B e 11C) enquanto que em
pupas machos a genitalia esta logo no segmento seguinte apds o anus, ou seja, nos machos esta

mais proximo ao anus quando comparado a da fémea (Figura 11D, 11E e 11F).

3.3.4.2 Tamanho da pupa

As pupas de sexo masculino apresentaram um maior comprimento (11,7mm; £0,95) do
que as pupas do sexo feminino (9,6mm; + 0,70) (Figura 12). Porém, as pupas femininas
apresentaram largura abdominal maior (2,25; £0,00) do que as masculinas (2,2; £0,42). Ja em
relacdo a largura toracica, ndo houve diferenca significativa (Figura 12).

A largura abdominal no sexo feminino é mais desenvolvida, devido o seu aparelho

reprodutor se encontrar internamente para a produgéo de ovos.
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Figura 11. llustragdo do dismorfismo sexual de O. indicata. A: vista ventral da pupa fémeas; B: imagem ampliada
mostrando a morfologia da pupa fémeas; C: esquema mostrando a genitélia feminina; D:vista ventral da pupa
macho; E: imagem ampliada mostrando a morfologia da pupa macho; F: esquema mostrando a genitaia

masculina..
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Figura 12. Tamanho das Pupas Masculinas e Femininas de O. indicata. As letras maitsculas indicam o parametro
avaliado: A. Comprimento. B. Largura do térax. C. Largura do abdémen. Letras minGsculas significam a diferenga
de tamanho entre machos e fémeas dentro de cada parametro avaliado, sendo que ‘a’ significa maior valor € ‘b’o
menor valor. Foi utilizado Programa Assistat 7.5 beta, aplicado Teste t. n=10.

3.3.4.3 Peso

A variacdo do peso das pupas esta diretamente relacionado ao dismorfismo sexual: as
pupas do sexo masculino possuem maior peso quando comparados as pupas femininas. Os
resultados obtidos podem ser verificados na Figura 13, que apresenta o peso medio de 0,041g

(x0,005) e 0,037g (+0,006), respectivamente, de pupas masculinas e femininas.
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Figura 13. Peso das pupas femininas e masculinas em gramas de O. indicata. ‘a’ e ‘b’ houve diferenga significativa
entre machos e fémeas, sendo que o peso do macho € superior ao da fémea. Foi utilizado o Programa Assistat 7.5
beta, aplicado Teste t. n=10.
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3.3.5 Adultos

Os insetos na fase adulta da espécie O. indicata apresentaram coloragdo parda,
variando de marrom claro ao escuro, as asas sao estreitas do tipo membranosas que €
caracteristico de Lepidopteras com trés estrias escuras em cada uma das asas anteriores e duas
estrias nas asas posteriores, também sdo chamadas de mariposas, apresentando habitos noturnos
como uma de suas caracteristicas (GALLO et al., 2002) (Figura 14). As antenas sdo do tipo
filiforme. Sua reproducéo se inicia geralmente um dia ap6s a emergéncia na fase adulta. Os
machos quando em repouso sdo rotineiramente vistos com a extremidade abdominal apontada

para cima.

Figura 14. Insetos adultos de O. indicata.A: Fémea e B: Macho alimentadas com solugdo de mel a 5%.

3.3.5.1 Tamanho dos adultos

O dismorfismo sexual que caracteriza a familia Pyralidae, da qual pertence esta espécie
estudada, é que geralmente os machos adultos sdo maiores e apresentam o corpo mais delgado.
Enquanto que as fémeas sdo menores e 0 corpo € mais largo, com a area abdominal mais
desenvolvida. O tamanho dos insetos machos e fémeas, foi avaliado através da mensuracdo da
envergadura, comprimento e largura da asa anterior e posterior, comprimento do corpo, largura
torécica e abdominal, largura da cabega e comprimento da antena, em que pode ser observada
a ilustracdo da mensuracéo do inseto (Figura 15) .
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Figura 15. llustracdo das medidas que foram obtidas do inseto adulto. (a) envergadura; (b) comprimento da asa
anterior; (c) altura da asa anterior; (d) comprimento da asa posterior; (e) altura da asa posterior; (f) comprimento
total das asas; (g) comprimento da antena; (h) comprimento do corpo do inseto; (i) largura da cabega; (j) largura
do térax; (I) largura do inicio do abdémen e (m) largura do final do abdémen. Modificado de Cruz & Castillo
(1989).

Apobs a comparacdo das medias analisadas entre machos e fémeas, foi verificado
diferenga significativa para a envergadura, comprimento da asa anterior, altura da asa anterior,
comprimento da asa posterior, altura da asa posterior e comprimento do corpo. Para estas
variaveis os adultos machos apresentaram média maior do que as fémeas. Em relacdo ao

comprimento do abdémen, a média das fémeas apresentaram-se maiores (Tabela 4).
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Tabela 4. Médias e desvios padrdo para onze caracteres mensurados em machos e fémeas de O. indicata.

Macho
S Fémeas
Desvio Desvio Teste

Caracteres (mm) n Média Padrdao n Média Padrdo t
a) Envergadura 10 2706 0321 10 2431 0,218 *
b) Comprimento da
asaanterior 10 9,04 0,048 10 8,03 005  **
c) Alturadaasa
anterior 10 493 0,048 10 4,74 0,222 *
d) Comprimento da
asa posterior 10 1253 0,262 10 11,12 0,096  **
e) Alturadaasa
posterior 10 4,49 0455 10 4,11 0,087 *

f) Alturatotaldaasa 10 942 0,504 10 8,85 0,309  **
g) Comprimento da

antena 10 7,07 0,048 10 7,03 0,048  ns
h) Comprimento do

corpo 10 0421 1348 10 0,471 10,54  **
i) Larguradacabeca 10 145 0135 10 15 0 ns
j) Largurado térax 10 2 0 10 2,03 0,048  ns
I) Largurado iniciodo

abdomen 10 13 0,163 10 1,92 0,103  **
m) Larguradofinal do

abdomen 10 0,61 0,087 10 0,84 0,048  **

ns: ndo significativo.
*significativo a 0,05%.
**muito significativo a
0,01%.

3.3.6 Ciclo Bioldgico do inseto

O ciclo biolégico da espécie O. indicata avaliado desde a ovoposicao € apresentado na
Tabela 05. A fase de embrido tem a duragdo minima de dois dias e maxima de quatro dias. A
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fase imatura (lagartas), possui a duracdo maxima de dezesseis dias: média de dois dias no
primeiro instar, um dia no segundo e um dia no terceiro instar, o periodo de quarto instar possui
a durabilidade de dois dias, quinto e sexto instar tem a durabilidade de trés dias cada um,
totalizando essa fase com méaximo de 16 dias. A pré-pupa possui a duracdo em média de vinte
e uma horas e duragdo de pupa em torno de seis dias, havendo entdo a metamorfose para
emergéncia do inseto adulto aos vinte e dois dias, e este inseto adulto alcanca a maturidade
sexual ap6s um dia da ecloséo, iniciando a sua fase reprodutiva.

A longevidade dos insetos variou de acordo com o dismorfismo sexual: o periodo de
vida dos insetos adultos do sexo masculino (25-28 dias) foi maior do que 0s insetos do sexo
feminino (20-21 dias).

Tabela 05. Ciclo biol6gico da espécie de O. indicata alimentadas com folhas de P. glomerata na fase larval e
solucéo de mel a 5% para os insetos adultos. N=10 individuos na fase larval, Adultos: N=5 machos e 5 fémeas.

Desvio Padrao

Fase Duracao (dias) Idade (dias)
11,0
Embrido 4 0 ao 4¢
0,0
12 Instar 2 492 30 62
0,0
22 Instar 1 62 a0 72
0,0
32 Instar 1 72 ao 82
0,0
49 |nstar 2 82 a0 102
0,0
59 |nstar 3 102 a0 13¢
0,0
62 Instar 3 13230 16°
0,0
Pré-pupa 1 (21 horas) 162 ao 17¢
1,0
Pupa 5 172 ao 22¢°
13,0
Adulto 20-21 (fémea)
25-28 (macho) 2292 em diante 13,0

3.4 DISCUSSAO

A estratégia utilizada para a detec¢do de insetos resistentes a 20-hidroxiecdisona (20E)
foi eficiente, uma vez que a espécie O. indicata, pertencente a familia Pyralidae da ordem
Lepiddptera, foi detectada como resistente a 20E. Esta espécie € reconhecida como praga de
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culturas comerciais de leguminosas, tais como a soja e o feijoeiro. Durante o experimento, 0s
animais em sua fase larval foram exclusivamente alimentados com folhas de P. glomerata
(planta produtora de 20E) durante 10 geracdes e seus descendentes geraram descendentes
viaveis.

Os ovos apresentaram dimensionamento maior em media de 0,96 x 0,80mm quando
comparados aos encontrados por Cruz & Castillo (1989), que apresentaram 0,6 x 0,82mm.
Durante o periodo de fase imatura foi observado que houve o desenvolvimento de seis instares
larvais pelo tempo médio de 16 dias. O mesmo periodo medio foi observado nesta espécie em
habitat natural, alimentada & base de leguminosas, porém, com o desenvolvimento larval
ocorrendo em cinco instares. Resultados semelhantes foram verificados em estudos feitos por
Kamimura et al. (2003) em lagartas de Bombyx mori alimentadas com dieta artificial contendo
20E, e com o aumento do titulo deste ecdisterdide no organismo do inseto induziu um maior
namero de mudas, consequentemente ocorrendo um maior nimero de instares nesta espécie.

Quanto a fertilidade dos ovos, houve variacdo de 0 a 97,54%, nas mariposas alimentadas
com Pfaffia, apresentando a média de 61,28% de fertilidade nesta geracdo, porém 0s ovos
colocados nos dias de maior ovoposicdo tiveram alta quantidade de ovos viaveis em
comparacdo as mariposas alimentadas com folhas de soja durante os instares larvais, variando
de 46,96 a 100%, respectivamente, observada durante a primeira e quarta geracdo. Portanto,
verificou-se que os adultos provenientes de lagartas alimentadas com folhas de Pfaffia tiveram
alteracdes no processo e no periodo de ovoposicao além da fertilidade (ovos viaveis), por ter
ocorrido o aumento deste periodo. Em contrapartida, Cruz & Castillo (1989) atribui a
instabilidade da ovoposicéo e capacidade reprodutiva a fatores como a temperatura e a umidade
quando elevadas, favorece para maior fertilidade dos ovos.

Quanto ao crescimento das lagartas alimentadas com folhas de Pfaffia, o tamanho médio
das lagartas do primeiro ao quarto instar foi menor comparado a insetos desta mesma espécie
alimentados com folhas de soja. O crescimento superior somente foi observado no quinto e
sexto instar. Em cépsulas cefalicas do primeiro ao quinto instar, o dimensionamento nao teve
diferenga significativa, somente as capsulas de quinto e sexto instar apresentaram dimensdes
maiores aos observados por Cruz & Castillo (1989). Em lagartas de Bombyx mori alimentadas
com dieta contendo 400 pg de 20E, também foi observado um maior crescimento a partir do
penultimo instar (quarto estadio) em relagdo ao tratamento controle com auséncia de 20E na
dieta artificial (KANEKO et al., 2011).

Estudos avaliando a agdo de 20E em insetos de importancia agrondmica vém sendo

realizados detectando as alteragdes no desenvolvimento, crescimento e reproducdo de
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descendentes férteis. O efeito deste ecdisterdide pode se tornar favoravel em algumas espécies,
como na criagdo de Bombix mori para a producédo de fios de seda, para que o inseto permaneca
maior parte do seu ciclo na fase imatura para obter maior quantidade de matéria-prima
(KANEKO et al., 2011).

Em altas concentragdes no organismo do inseto, 20E e seus derivados (produtos da
inativacédo de 20E) podem levar a muda precoce. Possivelmente, devido a este fator, as lagartas
durante os primeiros instares possuem tamanho (comprimento) menor que o habitual. O peso
observado das lagartas alimentadas com folhas de Pfaffia durante os instares do estagio larval
também € menor comparado ao peso médio de lagartas desta mesma espécie alimentadas com
plantas que ndo contém fitoecdisterdides, semelhante ao observado em experimento com
lagartas de Plodia interpunctella avaliado por Rharrabe, Sayah & Marion-Poll (2010), a
alimentacdo com dietas contendo ecdisterdides, dentre eles o 20E, foi constatado o efeito
negativo na alimentacdo das lagartas em funcdo de maior concentracdo de ecdisterdide. Os
resultados encontrados sdo relacionados ao efeito de deterréncia provocado por
fitoecdisteroides, como forma de defesa da planta que séo predadas por herbivoros, podendo
ser considerados toxicos (RHARRABE et al., 2009, 2010).

Baixa mortalidade larval foi verificada durante os seis instares larvais, havendo registro
de ocorréncia no primeiro, quinto e sexto instar, mostrando que estes insetos apresentam uma
alta resisténcia a 20E, e o percentual méximo de mortalidade foi de 13,33% no primeiro e sexto
instar, diferentemente ao observado em estudo com P. interpunctela, que teve 0 maximo de
20% de mortalidade para larvas alimentadas com 100 pg de 20E, chegando a 50% de
mortalidade para larvas alimentadas com 200 pg de 20E (RHARRABE et al., 2011).

Houve uma alta taxa de digestibilidade (88,56 a 98,80%) nas lagartas de O. indicata,
indicando que a alimentacdo com base em dieta de folhas de P. glomerata contendo 20E néo
afetou de forma significativa, ou podem ter afetado positivamente no processo digestivo, em
que as lagartas absorveram grande parte da massa foliar e seus nutrientes, permitindo dessa
forma maior absorcdo e acumulo de energia que sdo necessarios para o desenvolvimento,
crescimento, engorda e muda de um instar para o outro. Através desta andlise, pode-se
confirmar que o inseto apresenta uma alta adaptabilidade e resisténcia ao composto 20-
hidroxiecdisona presente na Pfaffia, pois ndo houve toxicidade ou presenca dos sintomas
relatados em insetos sem resisténcia tais como deterréncia, diminuicdo da alimentacédo e
anormalidade no desenvolvimento (FESTUCCI-BUSELLI, 2008; MARION-POLL &
DECOINS, 2002; BLACKFORD & DINAN, 1977).
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As pupas apresentaram tamanho e peso significativamente diferente em fungéo do sexo:
machos possuem maior dimensionamento e peso do que as fémeas. O periodo de pupa até a
ecloséo da mariposa (fase adulta) dura em média 6 dias desde a primeira geracao, mantendo-se
nesta media o periodo de pupacéo. Resultados semelhantes foram encontrados a partir da sétima
geracdo da espécie, no periodo de dezembro a maio no Peru (CRUZ & CASTILLO, 1989)
alimentadas com plantas de soja, que nédo séo produtoras de 20E. Como os resultados foram
semelhantes chega-se a conclusdo de que a alimentacdo das lagartas com folhas de Pfaffia ndo
afetou o desenvolvimento pupal.

O dismorfismo sexual apresentado pelos individuos adultos é verificado pela estrutura
corporal dos machos serem maiores do que as fémeas, exceto quanto pela largura abdominal,
que a fémea apresenta essa regido mais desenvolvida devido ao seu aparelho reprodutor. A
maturidade sexual é alcancada apds um dia da emergéncia, havendo também a ovoposi¢édo. Os
adultos machos geralmente possuem um periodo vital maior em relacdo as fémeas, devido o
maior desgaste fisico devido a fatores hormonais e gasto de energia para a producdo de ovos.
Néo foi afetado o periodo de emergéncia dos adultos alimentados com planta produtora de 20E.
Resultados semelhantes foram observados em Plodia interpunctella por Rharrabe (2011), que
relatou a emergéncia de adultos alimentados com dietas com concentracao de 0, 50 e 500 g de
20E ao 14° dia de vida.

A andlise do ciclo bioldgico revela que um periodo menor é necessario comparado ao
observado por Cruz & Castillo (1989) em insetos desta mesma espécie alimentados com folhas
de soja, para a sua conclusdo quando os insetos sdo alimentados com folhas de P. glomerata,
que sao produtoras de 20E. Do estadio inicial de desenvolvimento até a eclosdo dos adultos e
maturidade sexual foi necessaria média de 22 dias, enquanto que em estudo anterior feito pelo
autor, um periodo variando entre 29,1 e 35,8 dias foi necessario para se concluir o ciclo
bioldgico. O ciclo bioldgico pode ser menor justamente devido a precocidade de mudas causada
pela presenca de 20E e seus derivados (produtos da inativagdo de 20E) presente no organismo
do inseto. Este inseto inativa 20E e aparentemente utiliza seus derivados positivamente em seu
metabolismo, diminuindo assim seu ciclo biolégico, o que representa uma vantagem seletiva
uma vez que estes insetos produzem individuos férteis. A maior longevidade dos machos
adultos esta relacionada ao desgaste fisico das fémeas serem maior devido a maior producéo de
horménios e postura de ovos.

A alimentagdo destes insetos com folhas de P. glomerata, que é uma espécie vegetal
produtora de 20E, pode levar a altas concentragdes do composto ou seus derivados no

organismo do inseto, podendo causar alteragdes em seu crescimento e desenvolvimento, como
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um maior nimero de instares e um ciclo bioldgico mais curto. Os dados obtidos neste trabalho
sugerem que o metabolismo das larvas de O. indicata foi modulado durante o curso evolutivo
para inativar 20E e ainda utilizar seus derivados de forma positiva em seu metabolismo. A
identificacdo de insetos resistentes a este composto, isto &, que seja capaz de concluir seu ciclo
bioldgico e gerar descendentes férteis é importante para se entender as rotas bioquimicas
envolvidas na inativacao de 20E. Este entendimento pode ser utilizado na geragdo de estratégias

biotecnologicas que visam o controle de insetos em culturas de interesse agrondémico.

3.5 CONCLUSOES

A estratégia utilizada foi eficiente para o isolamento de insetos resistentes a 20-
hidroxiecdisona.

A espécie O. indicata apresenta resisténcia ao 20-hidroxiecdisona, apresentando
potencial aplicabilidade biotecnoldgica.
O ecdisteroide 20-hidroxiecdisona provoca altera¢fes sobre o desenvolvimento das lagartas da
espécie O. indicata, apresentando seis instares larvais.

O dismorfismo sexual pode ser avaliado a partir do estadio de pupas.
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