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RESUMO

O Girassol (Helianthus annuus L.) (Asteracea) constitui a segunda cultura produtora de oleo
comestivel do mundo. No Brasil, a maior parte do territorio esta apta ao seu cultivo, apresenta ainda
a vantagem de poder ser plantada em sucessao a cultura principal, na seca, devido tanto ao seu ciclo
relativamente curto como a sua pouca sensibilidade ao frio e a seca, chegando, dessa forma, a
industria de extragdo numa época em que esta se encontra carente de matéria-prima para o
processamento. Paralelamente ao crescimento da cultura do girassol, diversos problemas ocorrem
na produtividade, destacando-se os insetos, como os coledpteros, pentatomideos e lepiddpteros
destacando a lagarta do girassol Chlosyne lacinia saundersii Doubleday & Hewitson (1849)
(Lepidoptera: Nymphalidae). Visando aprimorar estudos relacionados a esta lagarta, foram
realizado estudos relativos a bioecologia e estrutura genética de suas populagdes, em oito estados
brasileiros (RS, PR, MS, SP, DF, MG, BA e¢ RO) mediante a técnica de RAPD. Insetos da regiao
Sul e Centro-Oeste (Santa Maria, Londrina e Dourados) foram geneticamente proximas (Dice =
0,76), quanto comparadas com as populagdes de Vilhena, Uberaba, Barreiras e Ribeirdo Preto. A
maior dissimilaridade genética (Dice = 0,71-0,74) foi observado entre as populacdes de Vilhena e
Uberaba, e a maior heterogeneidade ocorreu na populagdo de Vilhena. Os indices de fluxo génico
(Nm) variaram de 0,9 entre as populacdes de Londrina e Ribeirdo Preto, até 6,7 entre as populagdes
de Vilhena e Uberaba e a estimativa entre todas as populagdes foi de 1,1.

Além da extensa area de ocorréncia desse inseto, o mesmo também € encontrado em
diversas plantas hospedeiras . No intuito de aprofundar maiores conhecimentos nessa area, também
foi realizado testes de preferéncia desse lepidoptero em diferentes plantas hospederias: Parthenium

hysterophorus (Familia), Acanthospermum hispidum (Familia),, Bidens pilosa (Familia),, Galinsoga



X

ciliata (Familia),, Tridax procuben (Familia), Glycine max (Familia),, Senecio brasiliensis, Emilia
sonchifolia(Familia) e Sonchus oleraceus (Familia). Parthenium hysterophorus destacou-se tanto na
auséncia do girassol (1° época), como na presenca do girassol (2° época) como a planta hospedeira
preferencial dos adultos (1,81 e 2,05 individuos/planta respectivamente), oviposi¢ao (1,40 e 0,70
massas de ovos/planta) e nimero de lagartas/planta (118,60 e 68,80). Dessa maneira, as plantas
hospedeiras pré selecionadas no teste de preferéncia foram submetidas a um estudo de aspecto
biologico e fisioldgico para avaliar o efeito dessas plantas no crescimento, consumo alimentar,
eficiéncia na assimilagdo e conversao dos alimentos ingeridos e digeridos em biomassa da lagarta
do girassol. Constatou-se que a maior mortalidade ocorreu para 7. procubens, seguida por aquelas
que se alimentaram de folhas de G. ciliata, no 3° e 7° instares respectivamente. Houve efeito
significativo dos tratamentos , nos pesos iniciais das lagartas de 3° instar, peso de pupa, peso de
dieta consumida, peso de fezes e tempo de alimentagdo. Em relacdo aos gendtipos testados,
observou-se que nao houve diferenca significativa de infestagdo da lagarta para a primeira época de
plantio (setembro), nos trés anos de avaliacao (2006, 2007 e 2008), em funcao da baixa ocorréncia
do inseto. J& para a segunda época de plantio (dezembro), no primeiro ano de avaliagdo, os
tratamentos distribuiram-se no intervalo de 37,7% (AGUARA3) a 752% (CATISSOLO1) de
plantas atacadas. No segundo ano, essa infestagio foi menor, ficando entre 25% (AGUARA3) a

63,5% (CATISSOLO1), e no tltimo ano foi de 37,7% (AGUARA3) a 64,7% (MG50).

PALAVRAS-CHAVE: Lepidoptera, preferéncia por oviposi¢do, plantas hospedeiras, marcador

molecular.



ABSTRACT

Sunflower (Helianthus annuus L.) is the second worldwide crop related to the production of table
oil, which is very healthy due to the high degree of insaturation. This crop is very promising in
Brazil, where most of its territory is suitable for sunflower cultivation. Furthermore, it has the
advantage to be planted as a second crop after the main summer crop, due to its relatively short
cycle and low susceptibility to drought and cold weather, being thus available to the industry in a
period when there is a lack of product for processing. With the increase in the sunflower cultivated
area in Brazil, various problems became relevant in limiting crop yield, such as insect pests,
including various coleopterans, stink bugs and mainly the sunflower caterpillar, Chlosyne lacinia
saundersii Doubleday & Hewitson (1849) (Lepidoptera: Nymphalidae). As the literature is scanty
with this species, with the majority of trials related to use of chemical insecticides or economical
impact, we aimed to conduct studies related to the bioecology and genetic structure of diferent
geographical populations of the insect. Populations collected in eight Brazilian states were
evaluated using the RAPD technique. Those of the South and South Central regions (Londrina,
Dourados and Santa Maria) were genetically close (Dice = 0.76) when compared to the populations
of Vilhena, Uberaba, Barreiras and Ribeirdo Preto. The highest genetic dissimilarity (Dice = 0.71-
0.74) was observed between populations from Vilhena and Uberaba. The most heterogeneous
population was from Vilhena, as samples from this population were found interspersed among
populations from other localities. The gene flow index (Nm) varied from 0.9 between the Londrina
and Ribeirdo Preto populations, up to 6.7 for those of Vilhena and Uberaba, with an estimate of 1.1

among all tested populations.
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The insect is found over an extensive geographical area in the country and also on several host
plants. In order to improve knowledge on these host plants, preference trials were conducted using
the following plants: Parthenium hysterophorus, Acanthospermum hispidum, Bidens pilosa,
Galinsoga ciliata, Tridax procubens, Glycine max, Senecio brasiliensis, Emilia sonchifolia e
Sonchus oleraceus. The Parthenium hysterophorus was the most preferred plant, either in the
absence (first trial) or presence (second trial) of sunflower, for the adult insects (1.81 and 2.05
adults/plant respectively), oviposition (1.40 and 0.70 egg masses/plant, respectively) and number of
larvae (118.60 and 68.80 larvae/plant respectively). Even some of the less preferred plants could be
considered as alternative hosts to the insect, since once in a while they were chosen for oviposition
and as food. Some of the host plants selected from these preference trials were used for studies on
the insect’s biology and physiology, through evaluation on the effect of these plants on growth,
food consumption, efficiency of food assimilation and conversion of ingested as well as digested
food in sunflower caterpillar biomass. The higher larval mortality occurred for insects fed on T.
procubens, followed by those fed on G. ciliata leaves, respectively on the third and seventh instar.
There was a significant effect of the treatments for all the studied variables, including larval weight
at the end of the third instar, pupal weight, weight of consumed food, weight of faeces, and feeding
duration. Studies with different sunflower genotypes, during three consecutive seasons, resulted in
no significant difference in larval infestation among the genotypes, for the first sowing date
(September), for the three seasons (2006, 2007 and 2008), due to the very low insect incidence. On
the other hand, for the second sowing date (December), in the first season (2006) the treatments
were distributed in the interval of 37.75 % (AGUARA3) to 75.25 % (CATISSOLO1) of attacked
plants. In the second season (2007), the larval infestation was lower, varying from 25.00 %

(AGUARA3) to 63.50 % (CATISSOLO1), and in the third season (2008) varied from 37.75 %
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(AGUARAD3) to 64.75 % (MG50). During the three seasons, the correlation between damage and

larval attack was over 90 %.

KEY WORDS: Lepidoptera, preference oviposicion, host plants, genetic molecular.
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CAPITULO 1

Introducio geral

1.1. Introducao

O cultivo do girassol, Helianthus annuus L.(Asteracea), tem sido explorado em varias
partes do mundo, podendo ser plantado em periodos de primavera-verdao e/ou outono-inverno,
dependendo das condigdes locais. Por apresentar baixa sensibilidade fotoperiodica, desenvolve-se
em varias latitudes e ambientes, tanto no hemisfério Norte como no Sul, fazendo com que as
praticas culturais mais adequadas devam ser adaptadas para cada situacdao climatica especifica
(Silveira et al. 2005).

No Brasil, o girassol pode ser cultivado desde o Rio Grande do Sul até o estado de Roraima
no hemisfério Norte. Apresenta ainda a vantagem de poder ser plantado na segunda safra, devido
tanto ao seu ciclo relativamente curto e menor sensibilidade ao frio e a seca, chegando desta forma a
industria de extragdo numa época em que esta pode se encontrar carente de matéria-prima para
processamento.

Além das caracteristicas favoraveis para o cultivo do girassol no Brasil, essa cultura vem
despertando interesse nacional devido a excelente qualidade de seu o6leo, tanto para a saude humana
em funcao do alto grau de insaturagdo, como ragdo animal e também por representar uma boa opgao
energética como o biocombustivel.

No aspecto fitossanitario, diversos insetos ocorrem na cultura do girassol no Brasil,
resultando em reducgdo na produtividade da cultura se nao forem controlados adequadamente. Os
danos podem envolver insetos que atacam as raizes, que cortam plantulas, reduzindo o estande da

cultura, que causam desfolha e os que atacam a haste, o capitulo e os aquénios.



Embora o girassol seja cultivado no Brasil desde a década de 1920 (Garcia, 1988), foi
somente a partir da década de 1980 que passou a ser produzido em maior escala. Com sua
expansdo, insetos que tinham pouca expressdao em termos de ocorréncia e danos a cultura (ex.
percevejos e lagartas) (Ungaro 1981, Moscardi & Corso, 1988) passaram a ocorrer em maior
intensidade populacional, tornando-se economicamente importantes (Malaguido & Panizzi, 1988a,
Camargo & Amabile, 2001).

Dentre essas pragas a lagarta-do-girassol, Chlosyne lacinia saundersii (Doubleday &
Hewitson 1849) (Lepidoptera: Nymphalidae) ¢ uma espécie que produz danos consideraveis,
ocorrendo nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Parana (Lourencdo & Ungaro, 1983) e Rio
Grande do Sul, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Minas Gerais, Bahia ¢ Rondonia (Cunha et al.
2009).

A literatura existente sobre C. lacinia saundersii ¢ escassa tanto para o enfoque econdomico
quanto aos demais estudos envolvendo bioecologia. Os trabalhos sobre aspectos genéticos
restringem-se a genética da variacao das cores nas larvas de C. lacinia saundersii (Gorodenski 1969
Neck et al. 1971, De Vries 1987, Zucchi et al. 1993, Gallo ef al. 2002 & Moscardi 2005.. Como se
trata de praga agricola e com o aumento da expansao do girassol no Brasil, que nos ultimos seis
anos passou de 77 mil hectares para 150 mil hectares (CONAB 2009), criou-se um habitat
favoravel, com recursos de alimento, o que pode possibilitar aumento do fluxo génico, diminuindo a
diferenciagdo genética. Dessa maneira, estudos relacionados a genética de populagdes seriam
adequados, os quais também se mostram como ferramenta necessaria para o planejamento de
estratégias de manejo.

Com relagdo ao controle de C. lacinia saundersii, a maioria das aplicagdes de inseticidas na
cultura do girassol sdo feitas visando ao controle dessa lagarta, como ¢ o caso de obtengdo de

cultivares resistentes que proporcionariam redugao no uso de defensivos agricolas.



Paro Jr & Nakano (1976), com o objetivo de demonstrar a nocividade de C. lacinia
saundersii a cultura de girassol, desenvolveram um ensaio com simulacdo de danos foliares em
diferentes estadios de desenvolvimento dessa cultura. Assim, com base em desfolhas artificiais
constataram que os danos provocados antes dos 40 dias de idade da planta levam a reducao total da
producao, enquanto que, no periodo de 48 a 68 dias de idade, o desfolhamento causou uma redugao
na produgdo de 72 a 85%.

Em Londrina, Villas Boas & Moscardi (1985), efetuando uma desfolha artificial em plantas
de girassol, concluiram que nos estagios de 50% e 75% da floracdo, as plantas se mostram mais
suscetiveis. Lourencdo & Ungaro (1983), que trabalhando em Campinas, SP, com 18 cultivares de
girassol, verificaram, em condi¢des de campo, que as cultivares Cargil-33 e Estanazuella-75, com
valores de 20,% e 19,% de desfolha, em média, respectivamente, comportaram-se como as mais
resistentes ao ataque de C. lacinia saundersii, enquanto Conti GH-8121 foi a que apresentou maior
porcentagem de desfolha pelas lagartas desta espécie, com indice médio de 57,8%.

Boiga Jr & Vendramim (1993) pesquisaram a infestagdo da C. lacinia saundersii em 16
cultivares, em condi¢des semelhantes que os autores acima citados e constaram que as cultivares
Cargil 33, Contissol, Issanka-F, PIGB, Uruguai e Contissol-621 apresentaram menor infestacao e
Contissol-711, Contissol-112 ¢ Rumano-P4 sdo as mais infestadas.

A lagarta-do-girassol possui varias plantas hospedeiras alternativas, principalmente da
familia Asteraceae (Campos-Farinha et al. 1997, Moscardi et al. 2005). Antes da presenca do
girassol em campo, essa lagarta ¢ frequentemente encontrada alimentando-se, principalmente das
Asteraceae: carrapicho-de-carneiro, Acanthospermum  hispidum, losna-branca Parthenium
hysterophorus e picao-preto Bidens pillosa (Moscardi et al. 2005). Entretanto, em areas com a
presenca do girassol, que, aparentemente, ¢ mais preferido por essa lagarta, verificou-se que sua

incidéncia sobre plantas hospedeiras alternativas foi bastante reduzida (Moscardi 1983).



Conhecimento dos mecanismos envolvidos na estrutura genética das populagoes, resisténcia,
e informagdes de interacdo desse inseto com suas plantas hospedeiras, pode contribuir para o
desenvolvimento de taticas de controle mais eficiente para essa praga considerando as seguintes

hipoteses:

1) Existe diferenga genética dentro e entre as populacdes de C. lacinia saundersii coletadas
em regioes do Brasil;

2) As plantas hospedeiras influenciam o comportamento do inseto, a alimentacao de adultos
€ a oviposicao;

3) Na presenca do girassol hé diferenga no comportamento do inseto em relagdo as plantas
hospedeiras alternativas;

4) As plantas hospedeiras influenciam no desenvolvimento, nutricdo e fisiologia das
lagartas;

5) Existe preferéncia do inseto por diferentes genotipos de girassol

6) A época de plantio do girassol influencia na ocorréncia da C. lacinia saundersii

1.2. Objetivo Geral
Pesquisar a bioecologia da lagarta-do-girassol, bem como sua relagdo com plantas

hospedeiras.

O estudo teve os seguintes objetivos especificos:



Investigar populacdes de C. lacinia saundersii através da técnica de RAPD de diferentes
regides do Brasil;

Selecionar e comparar a preferéncia para oviposi¢do e alimentacdo em diferentes plantas
hospedeiras, com e sem a presenca do girassol;

Avaliar parametros biologicos e fisiologicos da lagarta em relagdo a diferentes plantas
hospedeiras;

Verificar a ocorréncia do inseto em safras de girassol com aleternancia de €pocas;

Comparar a infestagdo de lagartas em diferentes genotipos em condigdes de campo.
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CAPITULO 2

Diversidade genética de populacoes da lagarta-do-Girassol (Chlosyne lacinia saundersii

Doubleday & Hewitson) (Lepidoptera: Nymphalidae)

2.1. Introducao

A lagarta-do-girassol, Chlosyne lacinia saundersii Doubleday & Hewitson (1849)
(Lepidoptera: Nymphalidae), de ocorréncia Neotropical, ¢ a principal lagarta desfolhadora do
girassol Helianthus annuus (Asteraceae) (Ungaro 1981, Nakano et al. 1981, Gallo et al. 2002).
Citada pela primeira vez no Brasil por Maranhdo (1945), em Piracicaba, SP, foi posteriormente
referida em outros Estados, como Parana (Silva et al. 1968, Villas Boas et al. 1981, Moscardi 1983,
Villas Boas & Moscardi 1985), Rio de Janeiro (Silva et al. 1968), Mato Grosso do Sul (Boiga Jr. et
al. 1984) e Sao Paulo (Silva et al. 1968, Boiga Jr. ef al. 1984). De acordo com a infestagdo, estas
lagartas podem provocar desfolhas de até 100%, deixando apenas as nervuras das folhas nas plantas

atacadas (Nakano ef al. 1981).

Os trabalhos sobre aspectos genéticos restringem-se a genética da variacdo das cores nas
larvas de C. lacinia saundersii (Gorodenski 1969, Neck et al. 1971, De Vries 1987, Zucchi et al.
1993). Como se trata de praga agricola e com o aumento da expansao do girassol no Brasil, que nos
ultimos seis anos passou de 77 mil hectares para 150 mil hectares (CONAB 2009), criou-se um
habitat favoravel, com recursos de alimento, o que pode possibilitar o aumento do fluxo génico,
diminuindo a diferencia¢do genética. Dessa maneira, estudos relacionados a genética de populagdes

seriam adequados, os quais também se mostram como ferramenta necessaria para o planejamento de
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estratégias de manejo, principalmente em espécies que sofreram alteragdes em seu habitat

(Lougheed et al. 2000).

Neste estudo optou-se, dentre as técnicas moleculares, pela utilizagdo de marcadores de
RAPD (random amplified polymorphic DNA), pois estas identificam o polimorfismo do DNA
amplificado aleatoriamente, através da utilizacdo de um tunico iniciador de sequéncia arbitraria, sem
necessidade de um conhecimento prévio do genoma da espécie, além de ser uma técnica de custo
reduzido (Williams et al. 1990). Apesar de ser uma técnica na qual sdo amplificadas sequéncias
aleatérias, muitos trabalhos tém demonstrado sua eficiéncia na diferenciagdo de genotipos em

populagdes de insetos (Carvalho & Vieira 2001, Oliveira et al. 2002, Lopes-da-Silva et al. 2004).

Considerando que C. lacinia saundersii ¢ um inseto de ocorréncia em areas de condig¢des
climaticas e geograficas distintas, fez-se um estudo com o objetivo de analisar a variagdo genética
intra e interpopulacional desse inseto, o que pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias

de manejo integrado dessa praga.

2.2. Material e Métodos

2.2.1. Coleta dos insetos

Foram realizadas coletas de lagartas de C. lacinia saundersii de 2° a 4° instar em oito estados
do Brasil, de acordo com a significancia de cada regido para a cultura do girassol (Tabela 2.1). Os
insetos foram coletados no periodo de dezembro de 2007 a junho de 2008, em plantas de girassol e
em plantas hospedeiras espontaneas, e transportadas ao laboratorio. As lagartas foram mantidas em
camara de germinacao tipo BOD a 26 °C £ 1°C e 65% % 5 % de UR; fotofase de 12h) para eliminar

parasitdides e entomopatdgenos. Posteriormente, os insetos foram acondicionadas dentro de tubos,
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hermeticamente fechados e contendo silica gel desidratada, e mantidas a —15°C até o momento da
extragdo do DNA. Utilizaram-se 30 individuos de cada populagdo, sendo 10 individuos de

coloragdo nigra, 10 bicolor e 10 rufa.

Tabela 2.1. Locais de coleta da Chlosyne lacinia saundersii para analise da variabilidade genética

intra e interespecifica, usando marcadores RAPD.

Local Hospedeira Data Coordenadas
Barreiras - BA Helianthus annuus 11/06/2008 12°07'29 79" S 44°59' 14 59" O
Brasilia - DF Tithonia diversifolia 10/03/2008 15°43'43 76" S 47°53'58 61" O
Dourados - MS Parthenium hysterophorus  18/01/2008 22° 16'59 06" S 54°49' 18 06" O
Londrina - PR Helianthus annuus 13/12/2007 23° 1129 74" S 51°10'59 93" O
Ribeirdo Preto - SP Tithonia diversifolia 30/04/2008 21°10'12 18" S 47°50'51 55" O
Santa Maria - RS Helianthus annuus 31/01/2008 29°43'41 34" S 53°44'40 89" O
Uberaba - MG Helianthus annuus 10/03/2008 19°29'54 64" S 48°02'19 10" O
Vilhena - RO Helianthus annuus 05/05/2008 12°0724 85" S 60°17'24 71" O

2.2.2. Extra¢ao do DNA

O DNA foi extraido seguindo o protocolo de Rogers & Bendich (1988), com algumas
modificacdes, sendo a extracdo realizada da cabeca para evitar a contaminagdo com a possivel
presenca de parasitoides na hemocele das larvas (Sosa-Gomez et al. 2002).

Cada amostra foi macerada em 480 pl de tampao de extragdo, em uma concentracdo final de
200 mM Tris-HCI (pH 8.0), 70mM EDTA, 2M NaCl e 1% de B-Mercaptanol. Apds a adigdo de
120 pl de CTAB a 10%, a amostra foi mantida a 65°C por 5 min. Adicionou-se 6 pl de Proteinase K
(10mg/ml) e em seguida a amostra foi incubada novamente 65°C por mais 60 min. Posteriormente,
as amostras foram mantidas em temperatura ambiente e centrifugadas a 16.000 rpm por 15 min. O
sobrenadante (500 pl) foi transferido para outro tubo de microcentrifuga e acrescentou-se 0 mesmo

volume de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1).
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Apos a homogeneizacao as amostras foram novamente centrifugadas a 16.000 rpm por mais
15 min. Em seguida foi retirada a fase aquosa (400 pl) e transferida para outro tubo, onde os acidos
nucléicos foram precipitados com o mesmo volume de isopropanol frio mais 45% do volume de
acetato de amonia (10M). Esses tubos foram misturados por suaves inversdes ¢ mantidos a -20°C
por 2 h a -4°C durante uma noite. As amostras entdo foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 min,
descartando-se o sobrenadante e lavando-se o “pellet” com 300ul de etanol a 70% frio. Os pellets
foram secos, com os tubos invertidos, em temperatura ambiente, por 10 min sendo entdo
ressuspendidos com 100,8 pl de solugao de RNAse (40 pg/ml) mais TE e os tubos foram colocados
em estufa, por 30 min a 2 horas para a degradacao do RNA. Aliquotas de DNA foram mantidas a
15°C e descongeladas, quando necessario, para realizar a amplificacao do DNA.

O DNA foi quantificado com o auxilio de um espectrofotometro Nanodrop® ND-1000 V3.5
(Wilmington, DE, USA) e sua integridade avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8%, corado
com 10 mg/ml de brometo de etidio. A eletroforese foi realizada com tampao 10mM de NaOH, pH
ajustado para 8,5 com acido boérico (Brody Kern & 2004). O DNA foi visualizado ¢ a imagem
digitalizada com o sistema de captura de imagem usando um transiluminador L-PIX — ST e L-PIX
IMAGE 7.1M Pixel, programa de captura de imagem L-PIX IMAGE 1.0.1 (Loccus Biotecnologia,

Sao Paulo - SP).

2.2.3. Reac¢oes de RAPD

As reagdes de amplificagdo foram conduzidas em um volume de 25 pl contendo,
aproximadamente, 9 ng de DNA, dgua Milli Q estéril, tampao 10x, 0,4 uM de primer, 2,4 mM de
MgCl,, 0,1mM de ANTP e Taq enzima polimerase (Gibco BRE) (1U). O controle independente das
reagoes foi conduzido sem o DNA molde quando realizada a amplificagdo com cada iniciador. Os

iniciadores que nao produziram amplificacdes nitidas ndo foram considerados na andlise. A PCR foi
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realizada utilizando um termociclador PTC 200 DNA Engine™ (MJ Research, Scientific Support,
Hayward, CA) versao 3.8 com o seguinte programa: 45 ciclos a 94°C por 15 seg, 39°C por 30 seg ¢
72°C por 1 min, e uma extensao final de 72°C por 7 min. Com um volume de 25 pl, o produto de
RAPD foi submetido a eletroforese em agarose a 1,3% e tampdo SB 1x em 120 volts. O DNA do
fago Lambda, digerido com as endonucleases EcoRI, Hindlll, e BamHI, foi utilizado como
marcador de peso molecular. Os géis foram corados com 4,5 ul de brometo de etidio a 10 mg/ml e

fotogratados com o sistema descrito anteriormente.

2.2.4. Analise dos dados

Os géis, depois de fotografados, foram analisados visualmente registrando-se a presenga (1)
e auséncia (0) de bandas amplificadas com os distintos iniciadores, portanto assume-se que ocorrem
dois alelos por loco. Somente bandas conspicuas e consistentes, assim como sua auséncia foram
consideradas para a analise da matriz binaria. Para cada combinagdo entre os locais amostrados foi
calculada a similaridade, utilizando o Coeficiente Dice pela formula 2h/(a+b), onde “h” é o nimero
de bandas presente e “a+b” o numero total com a presenca e auséncia de bandas (Dice 1945).

Essa matriz foi submetida a andlise de conglomerados pelo método da média aritmética nao
ponderada (UPGMA). Os procedimentos foram realizados através do programa NT-SYSpc 2.01 de
Taxonomia Numérica (Rohlf 2000). Para a verificagdo do ajuste entre a matriz de similaridade e o
dendrograma obtido, foi calculado o coeficiente de correlacdo cofenética (r), segundo Sokal &
Rohlf (1962). A estabilidade estatistica dos agrupamentos foi estimada pela anélise de bootstrap
com 1000 replicagdes através do programa computacional Applied Maths (1998).

A estrutura das populacdes foi determinada mediante a andlise de variancia de dados

moleculares (AMOVA) mediante a o programa Arlequin (Schneider et al. 2000).
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2.3. Resultados e discussao

Os 10 iniciadores utilizados geraram 101 loci, caracterizando alto nivel de polimorfismo
entre populagdes de C. lacinia saundersii. O nimero de bandas geradas pelos iniciadores variou de

5 (OPC-02) a 19 (OPA-05) (Tabela 2.2 Fig. 2.1).

Primer OPA - 05

Santa Maria Uberaba

Figura 2.1. Variacao intra especifica OPA-05 produto da amplificagdo do DNA genomico de
populagdes de C. lacinia de Santa Maria RS e Uberaba MG. Como marcador de peso molecular foi
utilizado o DNA do fago Lambda digerido com as endonucleases EcoRI, HindIll, e BamHI

Portanto, este ultimo iniciador foi o que proporcionou o polimorfismo mais elevado. O
tamanho dos produtos de RAPD variou de 180 a 2564 pb. Nao foram observados locus
monomorficos entre as populacdes analisadas, porém foram observados dentro de cada populagao
(Tabela 2.2).

Tabela 2.2. Numero de locos de RAPD de Chlosyne lacinia saundersii

Primer Sequéncia n° bandas
OPA - 01 5'-CAGGCCCTTC-3' 8
OPA - 05 5'-AGGGGTCTTG-3' 19
OPA - 09 5-GGGTAACGCC-3' 8
OPA - 17 5'-GACCGCTTGT-3' 10
OPB - 10 5'-GTGAGGCGTC-3' 11
OPC - 02 5'-GTGAGGCGTC-3' 5
OPC - 06 5'-GAACGGACTC-3' 12
OPC - 10 5-TGTCTGGGTG-3' 8
OPF - 03 5'-CCTGATCACC-3' 11
OPM- 02 5'-ACAACGCCTC-3' 9
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O polimorfismo entre as populacdes variou de 31% a 67%, sendo as com maior niimero de
l16cus polimorficos (57% e 67%) provenientes de Uberaba e Vilhena, respectivamente. Entretanto, o
menor polimorfismo foi detectado na popula¢do proveniente de Brasilia (31%), seguida pela

populacdo de Ribeirdo Preto (35%) (Tabela 2.3).

Tabela 2.3. Numero de bandas polimorficas produzidas pelos iniciadores utilizados para a

caracterizacao de populacdes de Chlosyne lacinia saundersii

Origem da populacdo n° locus polimoérficos (%)
Barreiras 42 (41)
Brasilia 31 (30)
Dourados 48 (47)
Londrina 40 (39)
Ribeirao Preto 35(34)
Santa Maria 46 (45)
Uberaba 58 (57)
Vilhena 68 (67)

A maior parte dos individuos provenientes de Barreiras, Brasilia, Ribeirdo Preto, Dourados,
Londrina e Santa Maria agruparam-se em seis grupos principais, de acordo com a sua localizagao
geografica (Fig. 2.2). Entretanto, os individuos provenientes de Uberaba e Vilhena apresentaram
semelhanca com individuos de outros locais. Os insetos que apresentaram menor indice do
coeficiente de similaridade foram os pertencentes a populagdo de Ribeirdo Preto e Barreiras, e os
insetos que apresentaram a maior similaridade foram os coletatos na regido de Londrina (Fig. 2.2).

As populagdes mais semelhantes entre si foram as de Londrina, Dourados e Santa Maria,
que apresentaram coeficientes de Dice de 0,765 a 0,775, respectivamente (Fig 2.2). A populacao
mais divergente foi a de Vilhena, RO, com coeficiente Dice de 0,695 em relacdo as populacdes
remanescentes. Esta populacdo foi a que apresentou maior valor de locus polimorficos,
diferentemente das populacdes de Brasilia e Ribeirdo Preto que foram as menos polimoérficas

(Tabela 2.3).
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Os agrupamentos nao se diferenciaram entre si em relacdo ao polimorfismo da cor
apresentado pelas lagartas alaranjadas (rufa), de coloragdo geral preta e com manchas dorsais
alaranjadas (bicolor) até aquelas totalmente pretas e as vezes com pontuacdes brancas ou amarelas
no dorso (nigra). A andlise de Bootstrap seguiu uma consisténcia gerada pelo dendrograma Dice
UPGMA em relacao aos agrupamentos (Fig. 2.2). Resultados da AMOVA apresentaram um indice
de fixacdo de ¢st 0,34 indicando que 33,64% da variacdo genética estd entre populagdes e 66,36%

da variagdo ocorreu dentro das populagdes (P<0.001) (Tabela 2.4).

Tabela 2.4. Analise de variancia molecular (AMOVA) de oito populagdes geograficas de C. lacinia

saundersii

Fonte de variagio gl Soma de Componentes Porcentagem Probability Indice de

quadrados da Variancia de variacao fixacdo Pst
Entre Populagdes 7 739,452 3,66 (Va)* 33,64 P<0,001 0,34
Dentro de
Populagdes 207 1,495.888 7,23 (Vb)* 66,36 P<0,001 -
Total 214 2,235.340 10,89 - - -

*Va, variancia entre populacdes
*Vb, variancia dentro de populagdes

Populagdes da regido Sul e Centro Oeste (Londrina, Santa Maria e Dourados) foram
geneticamente proximas (Dice = 0,76) quanto comparadas com as populagdes de Vilhena, Uberaba,
Barreiras e Ribeirdo Preto. A maior dissimilaridade genética (Dice = 0,71-0,74) foi observado entre
as populacdes de Vilhena e Uberaba, e a maior heterogeneidade ocorreu na populagcdo de Vilhena,

onde amostras dessa populacao foram encontradas dentro de populacdes de outras localidades.
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Figura 2.2. Dendograma de 224 individuos de C. lacinia saundersii em plantas hospedeiras em oito estados do
Brasil. O coeficiente de Dice foi calculado usando a frequéncia alélica de marcadores RAPD, e o dendograma foi
gerado pelo método da média aritmética ndo-ponderada (UPGMA). Os valores em % indicam o nimero de vezes
que os insetos agruparam juntos em 1000 ciclos de analise de bootstrap através do programa computacional
Applied Maths (1998).
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Os indices de fluxo génico (Nm) variaram de 0,9 entre as populagdes de Londrina e Ribeirao

Preto, até 6,7 entre as populagdes de Vilhena e Uberaba (Tabela 2.5).

Tabela 2.5. Comparagdes pareadas entre populacdes de C. lacinia saundersii através do coeficiente
de Nei, para estimativa de fluxo génico (Nm)

Valores de Nm Vilhena Uberaba Brasilia Ribeirdo Preto Santa Maria Londrina Dourados Barreiras

Vilhena XXXXXX 6,7 2,3 2,1 2,7 2,1 3,2 2,0
Uberaba XXXXXX 2,5 2,2 2.9 2,0 2,8 2,1
Brasilia XXXXXX 1,0 1,7 1,2 1,7 1,5
RibeiraoPreto XXXXXX 1,2 0,9 1,3 1,6
Santa Maria XXXXXX 1,8 3,5 1,6
Londrina XXXXXXX 1,9 1,1
Dourados XXXXXX 1,8
Barreiras XXXXXX

A estimativa do indice de fluxo génico entre todas as populacdes foi de 1,1 relativamente
baixo quando comparado a populacdes de Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae), onde o
fluxo génico foi de 3,055 (Sosa-Gomez 2004). De acordo com esse autor, a grande capacidade de
voo desse lepidoptero explicaria a alta similaridade entre as populagdes, ja que as distancias
geograficas entre as populagdes eram grandes. De maneira inversa populagdes C. lacinia saundersii
apresentaram menor similaridade entre elas, consequentemente, ocorre menor troca de
caracteristicas genéticas entre essas populacdes, provavelmente em fun¢do da menor area de plantio
de girassol, dificultando o fluxo génico entre as populacdes.

A area cultivada com girassol no Brasil atualmente ¢ de 150.000 hectares e a com soja de 21
milhdes de hectares (CONAB 2009). Devido a continuidade das areas com a cultura da soja poderia
haver o favorecimento de uma maior migracdo e consequentemente maior indice de fluxo génico
para a lagarta-da-soja, em relacdo a lagarta-do-girassol, dada a relativa descontinuidade de areas
cultivadas com girassol no Pais.

Por outro lado, a lagarta-do-girassol possui plantas hospedeiras alternativas, principalmente
da familia Asteraceaec (Moscardi 1983, Campos-Farinha et al. 1997). Assim, ¢ encontrada

alimentando-se principalmente de carrapicho-de-carneiro (Acanthospermum hispidum), mal-me-
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quer (Wedelia glauca), losna-branca (Parthenium histerophorus) e picao-preto (Bidens pilosa)
(Moscardi et al. 2005). Até o momento ¢ desconhecida a relagdo de associagdo de gendtipos da
lagarta-do-girassol em relacdo a esses hospedeiros naturais. Diferentemente do que ocorre com
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), que apresenta maior similaridade genética entre
populagdes de uma mesma planta hospedeira (McMichael & Pashley 1999, Busato et al. 2004),
sugerindo que planta hospedeira representa um aspecto importante no processo de selecao natural.
Portanto, estudos mais detalhados sobre barreiras geograficas, distribuicdo e abundancia desses
hospedeiros podem esclarecer sobre seu impacto no fluxo génico desta espécie.

Busato et al. (2004) avaliaram a diversidade genética de S. frugiperda com marcadores
AFLP, constatando que as populacdes estudadas ndo diferiram entre si, ocorrendo a sobreposicao de
individuos de diferentes populacdes na cultura do arroz e/ou milho. Conhece-se pouco sobre o
comportamento de migracdo da lagarta-do-girassol. Assim, a origem e freqiiéncia de possiveis
migragdes nao sdo conhecidas para esse inseto-praga ocorrentes na cultura do girassol e de plantas
espontaneas no Brasil. Este inseto também ocorre em diversas regidoes do pais, onde a cultura do
girassol estd presente, portanto ¢ possivel que apresente grande adaptabilidade para diferentes
condig¢des de clima e topografia.

Os resultados da AMOVA discriminaram a variabilidade genética de C. lacinia saundersii,
33,64 % da variabilidade genética total que pode ser atribuida a diferencas entre populagdes e 66,36
% a variabilidade dentro das populagdes, o que ¢ um indicativo que as populagdes sdo estruturadas.
Valores similares foram obtidos em estudos realizados com Sternechus subsignatus (Coleoptera:
Curculionidae) com diferenga entre as populagdes de 29% (Sosa-Gomez et al. 2008). Ja A.
gemmatalis e S. frugiperda apresentaram variacdes entre suas populagoes de 14% e 18%
respectivamente (Sosa-Gomez 2004, Martinelli et al. 2006). Esses valores menores, observados
para estas populagdes podem estar relacionados ao elevado fluxo génico que ocorre, entre

populagdes dessas espécies.
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Os marcadores RAPD utilizados foram eficientes na diferenciacdo genética das populagdes
de C. lacinia saundersii, sendo este o unico estudo realizado para esta espécie no presente
momento. No entanto, estudos adicionais com marcadores moleculares mais especificos sdo

necessarios para compreender melhor como se da a distribuigdo dessa espécie.
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CAPITULO 3

Preferéncia para oviposicao e ocorréncia da lagarta-do-girassol (Chlosyne lacinia saundersii)

Doubleday & Hewitson, (1849) (Lepidoptera: Nynphalidae) em diferentes plantas hospedeiras

3.1. Introducao

A redugdo na producao da cultura do girassol esta relacionada a uma série de problemas
fitossanitarios. Dentre as pragas, destacam-se: a lagarta do girassol, Chlosyne lacinia saundersii
Doubleday & Hewitson, que tem sido relatada como a principal praga da cultura (Vendramim &
Boiga Jr 1994), seguida de percevejos (Hemiptera) e vaquinhas (Coleoptera: Chrysomelidae. Esse
lepidoptero pode causar danos de importancia econdmica, provocando intensos desfolhamentos
durante a fase larval (Nakano et al. 1981), chegando a uma reduc¢ao de 85% de area foliar. Segundo
Lourencdo & Ungaro (1983), avaliando o ataque dessa praga em 18 cultivares de girassol, em

condi¢des de campo, a a desfolha pode variar de 19 a 57,8%.

O primeiro registro da ocorréncia de C. lacinia saundersii foi feito por Maranhao (1945).
Silva et al. (1968) relatam lagartas dessa espécie em girassol cultivado, Helianthus annuus e
tupinambur, Helianthus tuberosus (Asteraceae). Biezanko et al. (1974) citam que as lagartas de C.
lacinia saundersii alimentam-se de trés espécies de Helianthus: H. annuus, H. tuberosus e H.
debilis. Um dos aspectos importantes no controle de insetos ¢ o conhecimento de hospedeiros
alternativos, que permitem a continuidade do seu no campo, possibilitando a ocorréncia de varias
geragdes ao longo do ano (Forti 1990, Moscardi et al. 2005), podendo influenciar na distribuicao e
na abundancia de pragas. Sao relatadas 14 espécies de plantas como hospedeiras de C. lacinia

saundersii na regido de Londrina, sendo 12 espécies pertencentes a familia Asteraceae tais como:
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carrapicho-de-carneiro, Acanthospermum hispidum; cravorana, Ambrosia polystachia; picao-preto,
Bidens pilosa; serralha, Emilia sonchifolia; picdo-branco, Galinsoga parviflora; girassol, H.
annuus; losna-branca, Parthenium hysterophorus; maria-mole, Senecio brasiliensis; serralha-lisa,
Sonchus oleraceus; assa-peixe, Vermonia sp; malmequer, Wedelia glauca e o malmequer Wedelia
paludosa. Além disso, uma Leguminosae, soja, Glycine max e uma Rubiaceae, Richardia

brasiliensis sao relatadas como hospedeiras da lagarta-do-girassol (Moscardi 1982).

Segundo Silva (1998) existem poucos estudos relativos a bioecologia de C. lacinia
saundersii, sendo que a maior parte dos trabalhos se restringe aos métodos quimicos. Assim, este
trabalho teve como objetivo testar a preferéncia dos adultos de C. lacinia saundersii para
alimentacgdo, oviposi¢do e o numero de lagartas/planta hospedeira, na presenca e na auséncia do
girassol, para que seja possivel elaborar novas estratégias de controle que sejam fundamentadas

biologicamente

3.2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na area experimental da Embrapa Soja, em Londrina (23°
1129 74" S 51°10' 59 93" O), PR. Para a realizag@o desse trabalho foi construido uma estrutura do
tipo telado medindo 8 x 6 x 3,5, com quatro blocos com nove tratamentos na primeira etapa (1°

época) e cinco tratamentos na segunda etapa (2° época).
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Figura 3.1. Estrutura (telada) construida para avaliar a preferéncia dos adultos da lagarta-
do-girassol Chlosyne lacinia saundersii, quanto a alimentacao, oviposi¢ao e o numero de
lagartas apds o 3° instar em plantas hospedeiras, em londrina, PR, periodo de 05/11/2008 a

10/03/20009.

3.2.1. Criacgao das lagartas

Massas de ovos foram coletadas em plantio de girassol da area experimental, cada massa foi
individualizada e colocada em placas de Petri (6 x 15 mm), que foram mantidas em B.O.D 26 +
1°C; UR: 70 = 10%, fotofase de 12h. Apoés a eclosdo, as lagartas foram transferidas para caixas de
plastico (20 x 20 x 25 cm), alimentadas com folhas de girassol da cultivar Embrapa 122-V2000,
permanecendo até a emergéncia de adultos. Apos a emergéncia, os adultos foram sexados e 20

casais foram transferidos para o telado em cada bloco.(Figura 3.1).
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3.2.2. Conduciao do experimento

O experimento constituiu-se de duas etapas, sendo na primeira (1° época) efetuado o plantio
em vasos das seguintes espécies de plantas hospedeiras: losna-branca (Parthenium hysterophorus);
carrapicho-de-carneiro (Acanthospermum hispidum); picao-preto (Bidens pilosa); fazendeiro
(Galinsoga ciliata); erva-de-touro (Tridax procubens), soja (Glycine max); maria-mole (Senecio
brasiliensis); falsa-serralha (Emilia sonchifolia); serralha (Sonchus oleraceus). Na segunda etapa (2°
¢poca), foram oferecidas, além do girassol (cv Embrapa 122- V 2000), as plantas hospedeiras
identificadas como preferenciais pelo inseto para oviposi¢do na primeira etapa, que foram:. losna-

branca. carrapicho-de-carneiro; picao-preto; fazendeiro; erva-de-touro.

3.2.3. Avaliacao

Apos 50 dias do plantio das plantas hospedeiras, foram liberados 20 casais de C. lacinia
saundersii por bloco do telado, para ambas as épocas e avaliou-se o comportamento na preferéncia
por alimento dos adultos em quatro tempos apos a liberacdo (30°, 60°, 90’ e 120’ min),
respectivamente. Posteriormente, foi avaliada, semanalmente, o nimero de posturas (massas de

ovos) e o numero de lagartas/planta.

3.2.4. Analise estatistica

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro repetigdes.
As variaveis respostas consideradas neste trabalho foram: nimero de lagartas, massas de ovos

(postura) e numero de adultos visitando as plantas hospedeiras. Inicialmente foram realizados testes
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estatisticos para verificar se todos os pressupostos requeridos pela analise de variancia (ANOVA)
foram atendidos. Em seguida, realizaram-se as analises de variancias e as médias foram comparadas

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (SAS Institute 1996).

3.3. Resultados e discussao

Losna-branca se destacou como a planta preferencial para alimentacao dos adultos, tanto na
auséncia do girassol (1° época), como na presenca do girassol (2° época), com médias de 1,81 € 2,05
individuos/planta, respectivamente. Carrapicho-de-carneiro nas duas €pocas foi a segunda planta na
preferéncia dos adultos, com média de 1,5 e 1,17. Porém, no segundo teste (2° época) comparado

com o girassol, ndo foi observada diferenca entre eles (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Média de adultos de C. lacinia saundersii em diferentes plantas hospedeiras na 1°
época (sem a presenga do girassol) e na 2 época (com a presenga do girassol e as plantas

hospedeiras pré — selecionadas pelo inseto).

1° época 2° época
Plantas/ hospedeiras N° de adultos (média/planta)
Losna Branca 1,81 a 2,05a
Carrapicho de Carneiro 1,5b 1,17 b
Girassol - 0,97 bc
Picdo Preto 0,81 ¢ 0,71 cd
Fazendeiro 0,75 ¢ 0,67d
Erva de Touro 0,37d 0,55d
Soja 0,26 de -
Maria Mole 0,13 ef -
Serralha 0,08 ef -
Falsa-serralha 0,05 f -
CV 25,4 28

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Nas plantas hospedeiras soja, maria-mole, falsa-serralha e serralha (Tabela 3.1) foram
observado apenas os adultos de C. lacinia saundersii se alimentando. Nao foram observadas
posturas, nem a migracao de lagartas, apos o terceiro instar para essas plantas, como acontece com
hospedeiros preferenciais, considerando-se o comportamento gregario dessas lagartas (Boiga Jr et
al. 1993; Moscardi et al. 2005). Esses dados sdo diferentes dos obtidos por Moscardi, (1982) e
Campos-Farinha et al. (1997), que citam essas plantas como hospedeiras de C. lacinia saundersii.

Losna-branca também se destacou na preferéncia do inseto para a oviposi¢do, para a 1°
época, sendo observada uma média de 1,40 massas de ovos. Essa planta também apresentou um
numero médio de lagartas superior as demais plantas hospedeiras testadas. Em fun¢ao do seu hébito
gregario até o final do 3° instar, o nimero de lagartas foi contado apos esse periodo, registrando-se
118,6 lagartas em plantas de losna-branca ou seja, 1,75 vezes mais lagartas do que em carrapicho de
carneiro. Embora essa hospedeira também, tenha se destacado na 1* época mantendo a preferéncia
do inseto tanto em massa de ovos (0,70) como em numero de lagartas (67,80) em relacdo a outras
plantas daninhas como o fazendeiro, picao-preto e erva-de-touro (Tabela 3.2).

Na presenca do girassol (2° época) ndo houve diferenga significativa para numero de
lagartas e massa de ovos em relacao a losna-branca sendo, respectivamente, de 82,00 e 1,00 para o
girassol e 68,8 ¢ 0,70 para a losna-branca (Tabela 3.2). Justus et al. (2003) realizaram testes de
biologia e preferéncia da lagarta-do-girassol na losna-branca em relagdo ao girassol e observou que
o girassol foi o alimento preferencial, que a losna-branca ¢ um bom hospedeiro alternativo para essa

lagarta.
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Tabela 3.2. Média de lagartas de Chlosyne lacinia saundersii ¢ massas de ovos em diferentes

plantas hospedeiras, em duas épocas, com ou sem a presenca do girassol

1% época
Plantas/ hospedeiras N° de lagartas (média)  N° de massas de ovos (média)
Losna-Branca 118,60 A 1,40 A
Carrapicho-de-Carneiro 67,80 B 0,70 B
Fazendeiro 14,15 C 0,20 C
Picdo-Preto 13,45 C 0,15C
Erva-de-Touro 9,30 C 0,10 C
C.V (%) 50,71 13,43
Plantas hospedeiras 27 época
Girassol 82,00 A 1,00 A
Losna-Branca 68,80 AB 0,70 AB
Carrapicho-de-Carneiro 34,05 BC 0,40 BC
Fazendeiro 14,75 C 0,15C
Picdo-Preto 1395 C 0,15C
Erva-de-Touro 9,35C 0,10 C
C.V (%) 89,02 16,51

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Plantas da familia Asteraceae, como losna-branca e o carrapicho-de-carneiro, sdo
encontradas na maior parte do ano no norte do Parand, inclusive dentro do campo experimental
onde foi realizado todo o trabalho. Portanto, a escolha do hospedeiro pela fémea pode acarretar
implicagdes ecologicas e evolucionarias para a progénie e o desempenho larval pode ser muito
afetado por essa escolha (Thompson, 1988). Adicionalmente, pode existir uma pressao seletiva para
que as fémeas coloquem seus ovos em hospedeiros disponiveis, com alta qualidade de recursos,
conforme observado por Prince (1997), com a Phyllocnistis citrella (autor, ordem e familia),
possivelmente por ser inseto de habito minador, obrigatoriamente, terda que permanecer no
hospedeiro escolhido. No caso da lagarta-do-girassol, essa pressdo seletiva pelo melhor hospedeiro
pode ser fortemente exercida pois, até o final do terceiro instar, as lagartas permanecem agrupadas
na mesma folha (Thorne 1962, Bush 1969, Stamp 1977, De Vries 1987, Boica Jr et al. 1993, Justus

et al. 2003, Moscardi et al. 2005).
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Dessa maneira, ¢ possivel que a lagarta-do-girassol permaneca em plantas hospedeiras
nutricionalmente adequadas enquanto ndo ha girassol disponivel no campo. Isso pode indicar,
também, que parte da populagdo sobrevive durante o inverno nessas plantas hospedeiras, como
ocorre com Anticarsia gemmatalis. Esse inseto parte do ano parte do ano se alimenta de Indigofera
hirsuta L. (falso anil) e soja perene (Panizzi dados ndo publicados), em regides de inverno menos
rigoroso. Assim sendo, a disponibilidade de plantas hospedeiras adequadas durante todo o ano pode
ser um fator importante para aumentar a populacao da lagarta-do-girassol, atingindo populagdes que
podem ocasionar danos econdmicos durante o periodo de produgdo do girassol. No Brasil, apesar da
importancia de C. lacinia saundersii, como principal praga do girassol (Gallo et al. 2002), nao ha
estudos dedicados a bioecologia ¢ o impacto de plantas hospedeiras alternativas sobre sua
ocorréncia, bem como sua biologia. O conhecimento das plantas hospedeiras, conforme gerado no
presente trabalho, ¢ importante para o estudo da flutuagdo populacional da espécie, bioecologia e

manejo da cultura.
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CAPITULO 4

Parametros bioldgicos e fisiologicos de Chlosyne lacinia saundersii Doubleday & Hewitson

(Lepidoptera: Nymphalidae) em diversas plantas hospedeiras.

4.1. Introducao

A redugdo na produgdo da cultura do girassol, esta relacionada a uma serie de problemas
agrondmicos como doencas e as pragas. Dentre estes, destacam-se como pragas a lagarta do
girassol, Chlosyne lacinia saundersii Doubleday, que tem sido relatada como a principal praga da
cultura (Vendramim & Boiga Jr. 1994), seguida de percevejos e vaquinhas. Esse lepidoptero pode
assumir importancia econdmica por provocar intensos desfolhamentos durante a fase larval
(Nakano et al. 1981), chegando a uma reducdo de 85% de area foliar. Segundo Lourencdo &
Ungaro (1983), avaliando o ataque dessa praga em 18 cultivares de girassol, em condigdes de

campo, encontram uma variagao na desfolha entre 19 e 57,8%.

O primeiro registro de ocorréncia de C. lacinia saundersii ¢ atribuido a Maranhao (1945).
Silva et al. (1968) relatam lagartas dessa espécie em girassol cultivado, Helianthus annuus e
tupinambur, Helianthus tuberosus. Biezanko et al. (1974) citam que as lagartas de C. lacinia
saundersii alimentam-se de trés espécies de Helianthus: H. annuus, H. tuberosus e H. debilis. Um
dos aspectos importantes no controle de pragas ¢ o conhecimento de hospedeiros alternativos, que

permitem a continuidade do seu desenvolvimento no campo, durante vérias geragdes ao longo do
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ano (Forti 1990), podendo influenciar na distribui¢do, abundancia do inseto. Sdo relatadas 14
espécies de plantas como hospedeiras de C. lacinia saundersii na regido de Londrina, sendo 12
espécies pertencentes a familia Asteraceae tais como: carrapicho-de-carneiro, Acanthospermum
hispidum; cravorana, Ambrosia polystachia; picao-preto, Bidens pilosa; serralha, Emilia
sonchifolia; picao-branco, Galinsoga parviflora; girassol, H. annuus; losna-branca, Parthenium
hysterophorus; maria-mole, Senecio brasiliensis; serralha-lisa, Sonchus oleraceus; assa-peixe,
Vermonia sp; malmequer, Wedelia glauca e o malmequer Wedelia paludosa. Além disso, uma
Leguminosae, soja, Glycine max e uma Rubiaceae, Richardia brasiliensis sao relatadas como
hospedeiras da lagarta-do-girassol (Moscardi 1982). Segundo Silva (1998), existem poucos estudos
relativos a bioecologia de C. lacinia saundersii, sendo que a maior parte dos trabalhos cita o
controle quimico do inseto. Para fornecer subsidios no controle da lagarta-do-girassol, avaliou-se o
efeito de diferentes plantas hospedeiras no crescimento, consumo alimentar, eficiéncia na

assimilagdo e conversao dos alimentos ingeridos e digeridos em biomassa da lagarta do girassol.

4.2. Material e métodos

4.2.1. Selecio e plantio das plantas hospedeiras

O experimento foi conduzido na area experimental da Embrapa Soja, em Londrina, PR. O
capitulo anterior descreve a metodologia para a selecdo das plantas hospedeiras para a realizagao da
biologia. As plantas pré-selecionadas foram as Asteraceae: Losna-branca Parthenium
hysterophorus; carrapicho-de-carneiro acanthospermum hispidum; picao-preto Bidens pilosa,
fazendeiro Galinsoga ciliata; erva-de-touro Tridax procubens e girassol Helianthus annuus. As
sementes para o plantio foram coletadas dentro da fazenda da Embrapa Soja e semeadas em oito
vasos para cada planta hospedeira. A cada 40 dias foi realizado um novo plantio para ter sempre

folhas novas e em boas condi¢des de consumo pelas lagartas.
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4.2.2. Preparo das folhas

As folhas foram coletadas no mesmo horario em dias alternados, ou conforme a necessidade
do inseto, levadas ao laboratdrio e pesadas em balangca de precisao (Celtac FA 2104N). Apos a
pesagem, os peciolos das folhas foram enrolados com algodao e umedecida com agua destilada,
com excecao da folha de girassol que foi cortada em disco de 4cm de diametro. Para manter a

umidade, dgua destilada foi gotejada no papel filtro colocado na base da placa de Petri.

4.2.3. Coleta dos insetos

As lagartas foram coletadas em girassol, na fazenda da Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, em Londrina, PR (latitude 23° 18°S) e acondicionadas em caixas plasticas (20 x 20 x
25 cm), forradas com papel filtro. As lagartas foram alimentadas com folhas de girassol da
variedade Embrapa 122-V2000 até a fase de pré-pupa. No laboratorio, foram mantidas em B.O.D a
26 £ 1°C; UR: 70 £ 10%, fotofase de 12h. Apos a emergéncia os adultos foram sexados e
transferidos para o telado, onde foram liberados 20 casais por bloco, com quatro repeticdes e seis
tratamentos. Apos 10 dias da liberacao dos adultos de C. lacinia saundersii, foram coletadas 15
massas de ovos por planta hospedeira (tratamento). As massas de ovos foram levadas ao laboratério
e acondicionadas em placas de Petri (9cm de didmetro) contendo folhas da mesma planta
hospedeira de onde foi coletado os ovos no telado ¢ mantidas até sua emergéncia. Para iniciar a

biologia padronizou-se as datas de eclosao.

4.2.4. Conducao do experimento

Para avaliacao da biologia de C. lacinia saundersii, 60 lagartas no inicio do 3° instar foram

individualizados em placas de Petri (9cm) contendo folhas de uma das plantas hospedeiras e,
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mantidas em estufas incubadoras tipo B.O.D a 27 = 1°C; UR: 90 + 10%, fotofase de 12h. O alimento
foi renovado em dias alternados, ou conforme a necessidade. As lagartas foram avaliadas
diariamente, observando-se a mortalidade e o tempo de desenvolvimento de cada estadio. Por
ocasido da individualizagdo, foi avaliado o peso fresco inicial e seco.

Para a obtengdo do peso seco inicial das lagartas, cinco lagartas por tratamento foram
pesadas e posteriormente,foram mortas por congelamento, secas em estufa por 72h (60°C) e
novamente pesadas. O fator de correcao do peso seco médio inicial foi calculado pela divisao entre
0 peso seco e fresco das lagartas sendo o valor obtido multiplicado pelo peso fresco de cada lagarta
do experimento. O mesmo procedimento foi adotado para o calculo do peso seco das folhas
oferecidas aos insetos; apOs a pesagem, cinco folhas por tratamento foram secas (72h, 60°C) e,
novamente, pesadas para a obtengdo do fator de correcdo peso fresco/peso seco. Os restos de folha
ndo consumidas pelas lagartas, remanescente na placa, foram separados das fezes, sendo ambos
secas em estufa (72h, 60°C) e, posteriormente, pesados. Para a obtencao da quantidade da folha
consumida pelas lagartas subtraiu-se do peso seco (peso fresco corrigido pelo fator de correcdo) da
folha intacta, antes de ser consumida pela lagarta, o peso seco de folhas remanecentes.

As pré-pupas permaneceram nas placas em condigdes controladas de temperatura, luz e
umidade, conforme descritas acima. Apds 48h da transformacgao, as pupas foram congeladas, secas

em estufa (72h a 60°C) e, em seguida, pesadas.
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Figura 4.1. Bandejas mantidas em estufas incubadoras tipo B.O.D a 27 + 1°C; UR: 90 + 10%,
fotofase de 12h com placas de Petri contendo folhas de losna-branca para a realizacao do bioensaio

dos parametros bioldgicos e fisiologicos da C. lacinia saundersii.

4.2.5. Analise Estatistica

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis tratamentos,
representados pelos hospedeiros girassol, losna-branca, fazendeiro, erva-de-touro e picao-preto,
com 60 repeticdes por tratamento. As avaliagdes de parametros bioldgicos do inseto foram feitas
diariamente até o estagio de pupa. As variaveis respostas consideradas neste trabalho foram:
mortalidade de lagartas em todos os instares, mortalidade total de lagartas, peso inicial (mg) (fresco
e seco), peso seco de pupa (mg), tempo de desenvolvimento em todos os instares (dias), tempo total
de alimentacgao (dias), peso seco de dieta consumida (mg) e peso seco de fezes (mg).

A mortalidade foi analisada pelo teste de qui-quadrado (x°), conforme Banzatto & Kronka

(1992), ao nivel de 5% de probabilidade. As demais variaveis foram analisadas considerando-se trés
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etapas. Na primeira, realizou-se testes estatisticos que verificaram todos os pressupostos requeridos
pela analise de variancia (ANOVA). Em seguida, foram realizadas as andlises de variancia, sendo
as médias comparadas pelo testes de Tukey-Kraemer para tratamentos, ao nivel de 5% de
probabilidade. Na tultima etapa, foram realizadas as analises de covariancia (ANCOVA), para
avaliar o efeito das covaridveis sobre as variaveis de respostas. A ANCOVA foi utilizada para
estimar o crescimento, consumo alimentar, eficiéncia na assimilacdo ¢ conversao dos alimentos
ingeridos e digeridos em biomassa, além do ganho de peso. Esta andlise foi proposta por
Raubenheimer & Simpson (1992) como alternativa para os indices nutricionais de Waldbauer
(1968), considerando-se que esse método padrao tem mostrado problemas metodologicos (Schmidt
& Reese 1986; Van Loon 1991) e estatisticos (Raubenheimer 1995, Raubenheimer & Simpson
1992).

O crescimento e o consumo dos insetos nos diferentes tratamentos foram obtidos pelo ajuste,
respectivamente, do peso de pupa e da quantidade de dieta consumida, pela covariavel tempo de
desenvolvimento. O ganho de peso foi estimado através do ajuste de peso de pupa pela covariavel
peso inicial. Para se obter a eficiéncia de conversdo dos alimentos ingeridos e digeridos em
biomassa, o peso de pupa, nos diferentes tratamentos foi ajustado, respectivamente, pela quantidade
de dieta consumida e digerida [peso de pupas ajustado pela covariavel alimento digerido (consumo
— fezes)], em biomassa. A assimilacdo dos alimentos foi obtida através da correcao da quantidade
de fezes produzidas pela covariavel quantidade de dieta consumida.

Apos a realizacdo da ANCOVA, quando a interagdo entre a covariavel e o tratamento foi
significativa, considerou-se o efeito dos tratamentos ajustados pela covariavel. Entretanto, se a
interacao (covariavel x tratamento) nao foi significativa, utilizou-se o modelo de linhas paralelas,
considerando-se somente o efeito dos tratamentos. Ainda, quando a interagdo entre tratamento e

covariavel nao foi significativa, mas ambos os fatores o foram, as médias foram comparadas através
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das médias da ANCOVA, ou médias dos quadrados médios, que nesse caso, sdo apresentadas como
graficos inseridos na respectiva figura.
Para as andlises estatisticas deste trabalho foi utilizado o pacote estatistico SAS-Statistical

Analysis System (SAS Institute 1996)

4.3. Resultados e Discussao

O teste de * (5: p>0,05) indica que as diferengas na porcentagem de mortalidade ocorreram
em fungdo dos tratamentos. A maior mortalidade ocorreu quando as lagartas foram alimentadas com
folhas de erva-de-touro, seguida por aquelas que se alimentaram de folhas de fazendeiro (Tabela

4.1), no 3° e 7° instares respectivamente.

Tabela 4.1. Porcentagem de mortalidade de Chlosyne lacinia saundersii acondicionadas em placas
de Petri e mantidas em estufas incubadoras tipo B.0.D a 27 + 1°C; UR: 90 £+ 10%, fotofase de 12h
alimentadas com diferentes plantas hospedeiras, para a realizacdo do bioensaio dos parametros

biologicos e fisiologicos da C. lacinia saundersii.

Tratamento [nstar
3° (n=75) 4° 5° 6° (n=6) 7° (n=29) Total (n=110)
Girassol 7 - - 50 0 7
Losna-branca 15 - - 17 10 14
Fazendeiro 24 - - 0 14 20
Erva-de-touro 33 - - 33 69 43
Picdo-preto 21 - - 0 7 16

P>y 0,0005 0,000001 0,000001 0,000001
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Através da ANOVA, observou-se efeito significativo dos tratamentos em todas as variaveis,
ou seja, nos pesos inicial das lagartas (final do 3° instar), peso de pupa, peso de dieta consumida,
peso de fezes e tempo de alimentacdo (Tabela 4.2).

O picao-preto foi o alimento que mais intensamente afetou o peso inicial das lagartas (Tabela
4.2) enquanto o maior peso inicial foi observado quando as lagartas comeram folhas de losna-
branca. O maior peso de pupa foi observado nas lagartas alimentadas com folhas de girassol,
seguidas de picao preto. As lagartas alimentadas com folhas de losna consumiram mais alimento,
seguidas de daquelas alimentadas com picao preto, erva de touro e fazendeiro. O menor consumo
foi observado nas lagartas que comeram girassol. A menor quantidade de fezes foi observada
quando as lagartas foram alimentadas com folhas de picao-preto e fazendeiro. Lagartas criadas em
losna-branca e girassol produziram maior quantidade de fezes quando comparada com os demais
tratamentos. O tempo de alimentacdo das lagartas foi mais rapido para as lagartas que comeram

folhas de girassol e mais lento nas lagartas alimentadas com folhas de picao-preto e erva-de-touro.

Tabela 4.2. Peso inicial de lagartas 3° instar (mg), peso seco de pupa (mg), dieta consumida (mg),
peso seco de fezes (mg) e tempo de alimentacao (dias) (média + EP) de Chlosyne lacinia saundersii
alimentadas com folhas de diferentes plantas hospedeiras acondicionadas em placas de Petri e
mantidas em estufas incubadoras tipo B.O.D a 27 + 1°C; UR: 90 + 10%, fotofase de 12h para a

realiza¢ao do bioensaio dos parametros biologicos e fisiologicos.

Peso seco (mg)

Tempo de
Alimentagao
Tratamento Inicial Pupa dieta consumida Fezes (dias)
Girassol 1,14+£0,03b 44,13+198a 179,38+11,60c 105,13+425a 8,70+0,30c¢

Picao-preto  0,29+0,03d 31,97+2,09a 277,15+12,27b 84,54+4,49b 20,70+ 0,33 a
Losna-branca 2,38+0,03a 21,01+236b 370,20+13,84a 118,68+5,07a 14,03+0,37b
Erva-de-touro 0,47 +0,06c 18,90+3,92b 239,34 +2295bc 101,78 +8,41ab 19,17+0,60 a
Fazendeiro 0,50+0,34c 1580+236b 289,61 +13,84b 84,65+5,07b 1490+0,37b

Valor de F 30,40%**

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey e Kraemer a 5% de

probabilidade (P<0,05) *** P< 0,001
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A andlise de covariancia indicou ndo haver efeito interativo entre os tratamentos e as
covaridveis peso inicial (Tabela 4.3a), tempo de alimentacao (Tabela 4.3c), dieta consumida (Tabela
4.3e), alimento digerido (Tabela 4.3g) em suas relacdes com o peso de pupa. Porém, observou-se
interacao significativa entre covariavel tempo de alimentacdo e os tratamentos (Tabela 4.3¢) na
estimativa do consumo do inseto. Além disso, na avaliagdao da assimilagdo do alimento, estimada
pela relagdo consumo (covariavel) e quantidade de fezes produzidas (Tabela 4.3¢) também foi

observado efeito interativo da covariavel nos tratamentos.

Na avaliagdo do ganho de peso (peso inicial x peso de pupa) observou-se que independente
da espécie de hospedeiro todos os tratamentos apresentaram inflexdes negativas nas retas
observadas (Fig 4.2), indicando que os insetos com pesos iniciais maiores ndo necessariamente
foram os que ganharam mais peso. Entretanto, quando se observa a figura 4.2 algumas
particularidades podem ser observadas. Os hospedeiros oferecidos para os insetos formaram trés
grupos bem distintos, sendo no primeiro observado fazendeiro, picdo-preto e erva de touro. Nesse
os insetos apresentaram pequena amplitude de pesos iniciais e ganho de peso intermediario, em
picdo-preto e baixo, nos outros hospedeiros. J4 no segundo e terceiro grupos se observa que os
insetos alimentados com girassol e losna-branca tenderam respectivamente a uma amplitude
intermediaria e maior de pesos iniciais, mas apenas as pupas oriundas das lagartas alimentadas com
girassol atingiram pesos mais elevados. Entretanto, como apenas se observou efeito principal dos
tratamentos e ndao da covaridvel, as diferengas observadas pela ANOVA sdo consideradas validas,
confirmando que o maior peso de pupa foi observado nos tratamentos girassol seguido de picdo-

preto, comparados com os demais pelo teste Tukey-Kraemer.
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Tabela 4.3. Andlise de covaridncia (ANCOVA) para verificar o efeito dos diferentes tratamentos no

ajuste de peso de pupa pela covaridvel peso inicial (a, b), peso de pupa pelas covariaveis tempo de

alimentacdo e consumo (c,d,e,f), consumo pela covariavel tempo de alimentacao (c,d), peso de

fezes pela covariavel consumo (e), peso de pupa pela covariavel alimento digerido (gh) em

Chlosyne lacinia saundersii.

Valor de F
Variacao GL Pesodepupa  Consumo Peso de Fezes

(a) Peso inicial (covariavel) 1 4,10™

Tratamento 4 0,54*

Peso inicial x tratamento 4 0,81™

Residuo 166
(b) Tratamento 4 39,90

Peso inicial 1 4,12"™

Residuo 166
(¢) Tempo de alimentagio (covariavel) 0,32™ 11777

Tratamento 4 0,36" 37,38

Tempo de alimentagdo x tratamento 4 0,33" 3,65

Residuo 166
(d) Tratamento 4 22,87

Tempo de alimentagdo 1 0,32™

Residuo 166
(e) Consumo (covariavel) 18,54%* 2524

Tratamento 4 1,19 2,12

Consumo x Tratamento 4 1,69™ 2,47*

Residuo 166

(f) Tratamento 4 38,75

Consumo 1 10,36**

Residuo 166
(g) Alimento Digerido (covariavel) 1 0,42™

Tratamento 4 2,76*

Alimento Digerido x Tratamento 4 0,26™

Residuo 166
(h) Tratamento 4 20,83

Alimento Digerido 1 0,43"™

* P<0,05,*** P< 0,001, ns-ndo significativo

Na estimativa de consumo, calculado pelo ajuste da dieta consumida pelo tempo de alimentagao,

todos os tratamentos apresentaram relacdo positiva com a covariavel tempo de alimentagdo (Fig.
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4.3a), com exce¢do do o picao-preto. A relagdo positiva indica que ao aumentar o tempo de
desenvolvimento, o inseto aumentou o consumo. No entanto, no caso do picao preto, as lagartas que
aumentaram o tempo de alimentacdo ndo foram aquelas que consumiram maior quantidade de

alimento.

Figura 4.2. Relagdo entre peso de pupa (mg) e peso inicial de lagartas (mg) de Chlosyne lacinia
saundersii alimentada com folhas de diferentes plantas hospedeiras.

Na avaliagdo do crescimento (peso de pupa corrigido pela covariavel tempo de alimentacao)
também se observou uma relagdo positiva entre os dois fatores (Fig. 4.3b), Como nao foi observado
efeito interativo entre os tratamentos (plantas hospedeiras) e covariavel (tempo de alimentagdo) o
crescimento do inseto pode ser representada pelo modelo de linhas paralelas. Embora positiva, a
inflexdo das retas de tendéncia foi pequena, e mesmo se alimentando por um tempo maior as
lagartas deram origem a pupas com pesos muito semelhantes. Na avaliagdo da eficiéncia da
conversao do alimento ingerido (peso de pupa ajustado pela covariavel consumo) e assimilagao

(peso de fezes corrigido pelo consumo) as interagdes tratamento X covariavel (consumo) nao foi



significativa. Dessa forma, essas relagdes podem ser representadas pelo modelo de linhas paralelas

(Figs4.4aeb).

Figuras 4.3. a e b. Relacdo entre a quantidade de dieta consumida (mg) com o peso de pupa (mg) e

o tempo de alimentagdo (dias) de Chlosyne lacinia saundersii alimentada com folhas de diferentes

plantas hospedeiras.
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Figuras 4.4. a e b. Relacdo entre a quantidade de dieta consumida (mg) com o peso de pupa (mg) e
o peso de fezes (mg) de Chlosyne lacinia saundersii alimentada com folhas de diferentes plantas
hospedeiras.

Entretanto, o efeito principal dos tratamentos e da covariavel (consumo), embora ndo-interativo, foi
significativo na estimativa da conversao do alimento inserido (consumo) em biomasssa. As lagartas
alimentadas com girassol e picdo-preto apresentaram uma melhor conversdo do alimento

consumido em biomassa (Fig 4.5) inserida na figura 4.4 a.
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Ja as lagartas alimentadas com folhas de erva-de-touro, losna-branca e fazendeiro foram
menos eficientes, ou seja, maior consumo das lagartas ndo resultou em aumento proporcional do
peso das pupas. Apenas o tratamento afetou significativamente o peso de fezes e, nesse caso, a
inflexdo das retas que representam a assimilagao dos alimentos ou seja o peso de fezes ajustado pelo
consumo foi positiva, indicando quanto maior o consumo, maior a produgao de fezes (Fig 4.4b).

O peso de pupa foi afetado pelos tratamentos sem interferéncia interativa do alimento
digerido (Fig 4.6). Assim, a relagdo entre o peso de pupa e o alimento digerido (covariavel) foi
positiva, com pequenas inflexdes das retas dos dados ajustados sugerindo que mesmo aumentando
drasticamente a quantidade de alimento digerido, o aumento dos pesos foi pequeno.

Dentre todos os tratamentos estudados, as maiores porcentagens de mortalidade foram
observadas em insetos alimentados com folhas de erva-de-touro e fazendeiro. Em geral os insetos
apresentaram mortalidade mais acentuada no 3° instar (inicio do experimento), o que pode ser
atribuido também ao fator de desagregacao dessas lagartas, que possuem vida gregaria até o 3°
instar (Moscardi et al. 2005). Mais tarde foi observado mortalidade nos ultimos instares (6° e 7°)
quando, em geral, ocorre maior consumo alimentar. Conseqilientemente, o inseto ingere maior

quantidade de aleloquimicos presentes nas folhas das plantas hospedeiras.
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Figura 4.6. Relacdo entre peso de pupa (mg) e quantidade de alimento digerido (mg) de Chlosyne

lacinia saundersii alimentada com folhas de diferentes plantas hospedeiras.

Lagartas alimentadas com folhas de losna-branca atingiram maior peso inicial (2,38mg) e
maior consumo de folhas (370,20mg), entretanto isso nao refletiu no peso final da pupa que foi de
21,0Img e no tempo de desenvolvimento que foi de 14,03 dias, quando comparado a lagartas que
consumiram folhas de girassol que foi de 44,13mg e 8,70 dias respectivamente. Curto tempo de
alimentacdo, pesos de lagartas e/ou de pupas elevados e baixos indices de mortalidade, sdo
parametros que indicam adequada taxa de crescimento para insetos (Soo Hoo & Frankel 1966).
Todas as plantas hospedeiras com exce¢do do girassol foram ingeridas em maior quantidade o que
possivelmente se deve a alguma forma de adaptacao dos insetos a inadequagdes nutricionais na falta
do girassol. Esse fator também foi observado por Crocomo & Parra (1985) onde, lagartas da mesma
espécie, apresentaram uma resposta compensatoria diante da menor qualidade nutricional do
alimento, ingerindo-o em maior quantidade.

Insetos com maior numero de mortalidade o prolongamento no tempo de alimentacdo pode

ser devido ao fato destes tentarem atingir o peso ideal para chegar a fase de pupa e posterior
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reprodugdo, consequentemente, isso os torna mais predispostos a fatores naturais de mortalidade
(Piubelli 2004). Este fendmeno também foi observado por Piubelli (2004) e Hoffmann-Campo ef al.
(2006) que, estudando aspectos biologicos de Anticarsia gemmatalis com dietas acrescidas do
flavonoide rutina, observaram um prolongamento no tempo de alimentacdao. Esse fenomeno ficou
especialmente evidente em lagartas alimentadas com picdo-preto, que apresentaram menor peso
inicial, mas aumentaram o seu tempo de desenvolvimento, consumiram maior quantidade de folhas
e produziram menos fezes quando comparadas com as aquelas alimentadas com girassol.
Possivelmente, com estas estratégias, consegui atingir o peso de pupa menor que as de girassol
porém, maior do que as o das lagartas que se alimentaram com os demais tratamentos.

Segundo Raubenheimer & Simpson (1994), graficos de dispersao bicoordenados podem
distinguir quando um alimento afetou o inseto quantitativamente, ou qualitativamente, ou seja,
diferencas na eficiéncia de utilizagdo de um determinado nutriente, que altera a sua ingestdao por um
inseto pode afeta-lo de forma quantitativa. No entanto, quando o efeito ¢ resultado de um outro
fator, como a presenga de toxinas no alimento, a influéncia no inseto ¢ causada por um fator
qualitativo. As figuras, 4.3a, 4.3b ¢ 4.4 mostram um fator qualitativo bastante acentuado indicando
que além das variagdes nutricionais entre os hospedeiro, possivelmente, existam diferentes
aleloquimicos afetando o desempenho das lagartas, em especial, aquelas alimentadas com erva-de-
touro e fazendeiro; as retas que representam esses tratamentos, em geral, apresentaram menores
inflexdes. Além disso, observa-se que nesses hospedeiros, as lagartas apresentaram, em geral, o
desempenho menos adequado, ou seja, menores pesos inicial e de pupa e menor consumo, quando
comparadas com os demais tratamentos.

No inicio do desenvolvimento, no terceiro instar, as lagartas que se alimentaram de losna-
branca apresentaram o maior peso, Entretanto, apresentaram a menor sobrevivéncia, o seu ganho de
peso foi pequeno e produziram pupas com peso semelhante ao das lagartas que se alimentaram de

erva de touro e fazendeiro e mais leves do que aquelas do girassol e do picdo. Ainda, as lagartas
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alimentadas com losna-branca consumiram a maior quantidade de alimento, mas também
produziram mais fezes. Possivelmente a baixa conversdo de alimento consumido e digerido em

biomassa e menor assimilagdo (grande produgao de fezes).
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CAPITULO 5

Infestacao da lagarta-do-girassol) Chlosyne lacinia saundersii Doubleday & Hewitson, (1849)

(Lepidoptera: Nynphalidae) em genétipos de girassol na regiao de Londrina, PR.

5.1. Introducao

O girassol, Helianthus annuus L.(Asteraceae), planta originaria da América do Norte, ¢
cultivada em varias partes do mundo com aproximadamente 18 milhdes de hectares plantados. No
Brasil, a cultura evoluiu de 5 mil hectares para 150.000 hectares na safra 2007/2008 (CONAB
2008). Junto com o crescimento da cultura apareceram os problemas fitossanitarios. Um dos mais
relevantes vem sendo a ocorréncia de diversos insetos, dentre eles a espécie Chlosyne lacinia
saundersii Doubleday & Hewitson (1849) (Lepidoptera: Nymphalidae). As lagartas de C. lacinia
saundersii, de acordo com o nivel de infestacdo, podem provocar desfolhas de até 100%, deixando,
neste caso, apenas as nervuras das folhas nas plantas atacadas. Moscardi & Villas Boas (1982)
estudaram o efeito do desfolhamento uniforme distribuido em cinco niveis (0, 25, 50, 75 ¢ 100%), a
partir do estadio de formacdo do botdo floral, sobre o rendimento, o peso de 200 sementes, o
diametro do capitulo e a altura de plantas de girassol; baseando-se nos estadios de desenvolvimento
propostos por Siddiqui et al. (1975), e verificaram que os estddios da metade da floragdo e % da
floracao mostraram-se como 0s mais criticos da desfolha.

O controle de C. lacinia saundersii no Brasil se restringe aos métodos quimicos. Assim,
métodos alternativos de controle devem ser pesquisados, dentre os quais pode ser citado o que

utiliza a resisténcia de plantas, normalmente considerado o método ideal de controle tanto ecoldgica
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como economicamente. A resisténcia de plantas ¢ uma tatica eficaz para o controle de pragas, uma
vez que ¢ compativel com outros métodos de controle, e frequentemente exibe efeitos sinérgicos
com inseticidas e inimigos naturais (Kogan 1989). Apesar de importantes, estudos visando a
obtencdo de resisténcia a C. lacinia saundersii em girassol sdo escassos. Loureng¢do & Ungaro
(1983), avaliando o ataque dessa praga em 18 cultivares de girassol, em condi¢des de campo,
encontraram uma variagcdo na desfolha entre 19,0 e 57,8%, o que pode evidenciar a ocorréncia de

resisténcia varietal nos cultivares plantados

Como a maioria das aplicagdes de inseticidas na cultura do girassol sdo realizadas visando o
controle de C. lacinia saundersii, a obtengdo de cultivares resistentes a essa praga proporcionaria
grande reducdo no uso de inseticidas nessa cultura. Com o objetivo de encontrar uma ou mais
variedades tolerante(s)e/ou resistente(s) a praga, o presente trabalho avaliou a ocorréncia dessa
lagarta em 11 hibridos e uma variedade, em condi¢des de campo durante duas épocas de cultivo no

periodo de trés anos consecutivos.

5.2. Material e Métodos

O experimento foi conduzido na area experimental da Embrapa Soja, em Londrina (23°
1129 74" S 51°10' 59 93" O), PR. Foi utilizada uma area onde se realiza plantio direto, sendo
cultivada com girassol em semeadura de primeira época (setembro) e de segunda época (dezembro)

para os trés anos (2006, 2007 e 2008).

5.2.1. Instalac¢io do experimento
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Cada parcela foi composta de 5 linhas de 6,0m de comprimento, espacadas em 0,80m. A
distancia adotada entre plantas foi de 0,30m totalizando, portanto 21 covas por linha, sendo
semeadas quatro sementes por cova. A emergéncia ocorreu cerca de oito dias apds o plantio, sendo
que depois de sete dias realizou-se o desbaste, ajustando o estande para 21 plantas por linha. Foram
seguidas todas as praticas culturais recomendadas para a cultura, com excecdo de aplicagdao de

inseticidas (Silveira et al. 2005) (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Sementes de girassol utilizadas para a realizagao do experimento nas safras de 2006 a

2008, em Londrina PR, para avaliar a infestacdo de Chlosyne lacinia saundersii.

Material/Nome Semente Ciclo
AGB 960 Hibrido Precoce
AGUARA 3 Hibrido Médio
AGUARA 4 Hibrido Precoce
BRHS 01 Hibrido Precoce
BRHS 03 Hibrido Precoce
BRHS 05 Hibrido Precoce
BRHS 09 Hibrido Precoce
CATISSOL 01 Variedade Meédio Polinizagdo aberta
HELIO 251 Hibrido Médio
HELIO 358 Hibrido Precoce
M 734 Hibrido Médio
MG 50 Hibrido Médio

5.2.2. Avaliacoes

As avaliagdes foram iniciadas 30 dias ap6s o plantio, de acordo com a metodologia de
Boiga-Junior & Vendramin (1993), através da analise visual de dano pela lagarta em 2m lineares de

plantas de girassol, totalizando, em média, 10 plantas por parcela.
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Figura 5.1. Parcelas com 12 gendtipos de girassol para avaliagdo da ocorréncia de C. lacinia

saundersii em Londrina PR, safras 2006 a 2008.

5.2.3. Analise Estatistica

O delineamento foi o de blocos casualizados com 12 tratamentos e quatro repeti¢oes,
utilizando-se o teste de variancia (ANOVA), sendo as médias, em cada data de amostragem,
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Também foram realizadas analises de
medidas repetidas no tempo e andlises multivariadas, em virtude da possivel falta de

homogeneidade de variancias entre os “t” tempos.
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5.3. Resultados e Discussao

Observou-se que nao houve diferenca significativa de infestacdo da lagarta, nos genotipos
avaliados para a primeira época de plantio (setembro), nos trés anos de avaliagdo, em fungdo da
baixa ocorréncia do inseto (dados ndo mostrados). Ja para a segunda época de plantio (dezembro),
no primeiro ano de avaliagdo, os tratamentos distribuiram-se no intervalo de 37,75% (AGUARA3)
a 75,25% (CATISSOLO1) de plantas atacadas. No segundo ano, essa infestacdo foi menor, ficando
entre 25,00% (AGUARA3) a 63,50% (CATISSOLO1), e no altimo ano foi de 37,75% (AGUARA3)
a 64,75% (MG50) (Tabela 5.2). Alguns genotipos ndo mostraram 0 mesmo comportamento em
relacdo ao ataque das lagartas nos trés anos, como ¢ o caso de AGB 960, que no primeiro ano
apresentou maior ataque de lagartas e nos dois ultimos anos, situou-se entre aqueles de baixa
infestacdo nas plantas. O inverso ocorreu com os tratamentos M734 e BRHS05, com menor
intensidade de infestacdo no primeiro ano e com ataque relativamente alto no segundo e terceiro
anos de avaliagao.

Pelos dados médios obtidos durante os trés anos de cultivo, foram constatadas diferencas estatisticas
entre a cultivar. CATISSOLO1 e o hibrido MG50 onde tiveram infestagdo significativamente
superior a registrada em AGUARA 3 ¢ AGUARA 4, sugerindo que estas apresentam certa
resisténcia ao ataque de C. lacinia saundersii, concordando com relatos apresentados por Lourencao
& Ungaro (1983). Com respeito as causas da resisténcia a insetos, Rogers (1979) observou forte
relacdo inversa entre a pigmentacdo de antocianina nos tecidos vegetativos da planta de girassol e a
suscetibilidade ao ataque de alguns insetos. Ainda segundo esse autor, a resisténcia devida a
antocianina parece expressar-seé como antixenose, ou nao preferéncia, uma vez que lagartas de
Cynthia cardui L., também um ninfalideo, evitam plantas pigmentadas se outras sem essas

caracteristicas estiverem disponiveis.
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Tabela 5.2. Média de porcentagem de infestacdo de Chlosyne lacinia saundersii em 12 genotipos

de girassol, nas safras 2006, 2007 e 2008 em Londrina PR.

GENOTIPO 2006  GENOTIPO 2007 GENOTIPO 2008
CATISSOL 01 75,25a  CATISSOL 01 63,50a MG50 64,75a
MGS50 71,252 MG50 61,00ab CATISSOL 01 63,753a
HELIO 251 68,00a  BRHS05 56,75abc BRHS03 61,25ab
BRHSO03 67,00ab  BRHS03 56,75abc BRHSO05 59,25abc
BRHS09 67,00ab  BRHS09 55,50abcd  BRHS09 58,25abc
ABB960 66,25ab  M734 53,50abcd  M734 58,25abc
BRHSO05 64,75ab  HELIO 251 52,50abcd ~ HELIO 251 55,50abc
BRHSO01 64,50ab  BRHSO1 49,25bcd BRHSO01 53,00bc
M734 62,75ab  ABB960 47,00cd HELIO 358 50,00cd
AGUARA4 49,00bc  HELIO 358 42,25¢cd ABB960 49,25¢cd
HELIO 358 42,50c¢ AGUARA4 32,50ef AGUARA4 41.25de
AGUARA3 37,75¢  AGUARAS3 25,00f AGUARA3 37.75¢
CV 23,01 18,05 15,52

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de
Tukey (P<0,05).

Nota-se, também, através da Figura 5.2 que o inicio da infestacdo de C. lacinia saundersii se
inicia aos 54 dias apds o plantio e o maior percentual de ataque varia de acordo com o genotipo e o
nivel de ocorréncia da lagarta, pois alguns como 0 AGUARA 3 ¢ 4 apresentam maiores infestagdes
somente no final da safra, o que ndo necessariamente seria escolha do inseto, mas sim por ser final
de ciclo da cultura e falta de opg¢do. Para estudos mais detalhados com respeito a preferéncia desses
tratamentos, experimentos em laboratorio relacionados a chance de escolha, bem como de biologia
e nutricdo poderiam confirmar tal preferéncia. Verificou-se, ainda, que para varios genotipos a
infestacdo se deu aos 65 dias. Ja Boica Jr & Vendramin (1993), com semeadura realizada em final
de outubro obtiveram maior infestacdo aos 75 dias apds o plantio, porém, para os gendtipos
plantados em fevereiro essa infestacao se deu aos 45 dias apds o plantio.

Observando-se os dados da tabela 5.3 para médias repetidas no tempo para efeitos de
tratamento (genotipo e tempo), € a interacdo (tempo x genotipo), constata-se que no primeiro ano s

houve significdncia para genotipo e tempo isoladamente, notando que o ataque da lagarta
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acompanha uma curva de progressao em relagdo ao tempo (Fig 5.2), sendo mais proeminente no

primeiro ano de avaliagdo. Confirmando que nos dois ultimos anos, a interagao tempo e gendtipo

também foi significativa .

Tabela 5.3. Analise de medidas repetidas no tempo para efeitos de tempo e interacao tempo

genotipo considerando a infestacao de girassol por Chlosyne lacinia saundersii.

Safra 2006 Safra 2007 Safra 2008
Variacao GL QM Valor Pr>F GL QM Valor Pr>F GL QM Valor Pr>F
F F F
gendtipo 11 045 3,79 0,0012 11 0,38 2,83 0,009 11 4049 3,55 0,0019
bloco(gendtipo) 36 0,12 2,51 <,0001 36 0,13 6,91 <0001 36 114,2 4,82 <,0001
tempo 4 9 184,6 <0001 4 74 385 <0001 4 14408 860 <,0001
tempo*genotipo 44 0,054 1,14 0,2781 44 0,05 2,75 <0001 44 414 1,75 0,0075
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CONSIDERACOES FINAIS

O girassol ¢ uma das opgdes para producao de biocombustivel, por apresentar elevado teor
de 6leo nos graos (38% a 53%) e ampla adaptacdo as diversas regides brasileiras, além disso, seu
cultivo deve ganhar forca com o langamento do zoneamento de risco climatico para a cultura.
Atualmente, o girassol ocupa cerca de 100 mil hectares no Pais. No Cerrado, o girassol ¢ uma
opgao preferencial como segundo cultivo no verdo (safrinha). A possibilidade de uma cultura
alternativa para a safrinha, com custo de producdo de 20 a 25% mais barato do que o milho e as
varias utilidades do girassol, explicam o interesse dos agricultores brasileiros. A producdo de 6leo
para diversas finalidades, farelo para consumo humano e animal, farmacéutico, cosméticos entre
outros, todos com boa aceitacdo no mercado, sdo os principais destinos para o girassol, aliados a
perspectiva de crescimento da area cultivada, bem como a possibilidade de exportacao de graos e
6leos.

Com o aumento a area cultivada com girassol, aumentam também, os problemas
fitossanitarios e dentre eles a maior incidéncia de pragas na cultura. A lagarta do girassol, Chlosyne
lacinia saundersii, ¢ considerada a praga mais importante da cultura, ¢ em caso de alta infestacdo
pode inviabilizar sua produ¢ao. Como a literatura ¢ escassa em relagdo a esse inseto, o presente
estudo abordou pesquisas chaves para o conhecimento dessa lagarta, que venham a possibilitar um
manejo tatico na cultura do girassol.

O estudo da variacdo genética intra e inter populacional desse inseto em oito regioes,
variando do Sul ao Norte do Pais, indicou que a maior variagdo genética ocorreu dentro das
populagdes, dentre estas as da regido Sul e Centro-Oeste (Londrina, Santa Maria ¢ Dourados),
foram geneticamente proximas quando comparadas as demais populagdes. A populacdo de maior

heterogeneidade foi encontrada nos individuos provenientes de Vilhena, onde amostras desse grupo
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foram encontradas dentro de populacdes de outras localidades. Outras observagdes foram
relevantes, como o baixo fluxo génico dessa espécie quando comparada a outras, além do fator do
polimorfismo da cor nao ter influenciado nos agrupamentos. No entanto, estudos adicionais com
marcadores moleculares mais especificos podem contribuir para melhor compreender a
variabilidade genética dessa espécie.

Além da ampla distribuicdo geografica dessa lagarta, ela também ¢é encontrada em varias
plantas hospedeiras e algumas delas, como a losna-branca e o carrapicho-de-carneiro, se mostraram
muito importantes, ndo apenas para alimentacao do adulto mas também para oviposi¢do. O estudo
da biologia e fisiologia de lagartas em funcdo de algumas plantas hospedeiras, incluindo o girassol,
indicou que a planta de girassol foi o melhor alimento para esse inseto, mesmo quando o maior
consumo de folhas foi observado em losna-branca, mas que nao se refletiu no peso final da pupa. O
curto tempo de alimentacdo, pesos de lagartas e/ou pupas elevados e baixos indices de mortalidade,
foram os parametros que indicaram adequada taxa de crescimento para insetos, o que foi observado
para as lagartas alimentadas com folhas de girassol.

Os resultados do teste de campo com doze genotipos, em trés anos subseqiientes € em duas
épocas de cultivo, mostrou, que a infestacdo foi significativa somente para a segunda época
(dezembro), e a infestagao da lagarta oscilou, sendo maior para o primeiro ano (2006) e menor para
os dois ultimos (2007 e 2008). A infestagdo variou entre os genotipos, mas os picos do inseto, na
maioria, se deu aos 64 dias apds o plantio, sendo registrado a maior média entre a cultivar Catissol
01 e o hibrido MG 50, e a menor foi encontrada em Aguarad 3 e Aguara 4.

Por fim, o conjunto de resultados aqui apresentado sugere que este inseto ¢ encontrado em
diversas regides do pais, bem como em diferentes plantas hospedeiras e que estas afetam a biologia
e fisiologia da C. lacinia saundersii. A presenca de caracteristicas de resisténcia por parte de alguns

genotipos podem ser importantes para a futura integragao de taticas de controle contra o inseto.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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