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Resumo geral. A aprendizagem dos insetos tem um papel fundamental em sua
sobrevivéncia, pois exerce grande influéncia na tomada de decisdes. A ocorréncia do
fendmeno de aprendizagem nao associativa ocorre independentemente do estagio de
desenvolvimento do inseto-praga, podendo estar relacionado ao habito polifago da praga.
Devido alguns aspectos comportamentais de Spodoptera frugiperda, objetivou-se
determinar se habituagdo, indugdo de preferéncia e condicionamento pré-imaginal desse
inseto em diferentes gendtipos de feijdo-caupi com diferentes niveis de resisténcia a
praga. Foram utilizadas de lagartas criadas em laboratdrio da 12° geragao e advindas do
campo de milho de quarto instar. As varidveis bioldgicas avaliadas foram: peso de larvas
e pupas e emergéncia de adultos para caracterizar os niveis de resisténcia. A ocorréncia
de habituagdo e indugao de preferéncia foram determinadas mediante testes de preferéncia
alimentar através do consumo foliar de larvas de S. frugiperda que se alimentaram por
24h, e o condicionamento pré-imaginal foi avaliado com base em testes de oviposi¢ao da
praga, avaliando-se o nimero de ovos em experimentos que tiveram duracio de 72h. A
variedade crioula Nioaque foi a que apresentou antibiose nos dois experimentos com as
lagartas do campo e de laboratorio. Os insetos de laboratério e do campo preferiram se
alimentar, no experimento com chance de escolha, dos genotipos em que foram
previamente criados, independentemente do nivel de resisténcia do feijao-caupi,
ocorrendo assim, o fendmeno de habituagdo. Insetos alimentados nas cultivares BRS
Tumucumaque e Miranda apresentaram inducdo de preferéncia na fase larval. Foi
observado a ocorréncia de condicionamento pré-imaginal, nas cultivares Fradinho, BRS
Tumucumaque e Miranda, nos dois experimentos. Conclui-se que ndo ocorreu
consisténcia na determinacdo de aprendizagem de Spodoptera frugiperda para a
variedade Nioaque, sendo assim, a praga tera maior dificuldade para evoluir a resisténcia.
Spodoptera frugiperda demonstra aprendizagem nao associativa, indu¢do de preferéncia
ou condicionamento pré-imaginal nas cultivares Fradinho, BRS Tumucumaque e

Miranda, podendo ser utilizadas como plantas-iscas, pratica muito util em MIP.

Palavras-chave: preferéncia alimentar, aprendizagem nao associativa, comportamento

populacional de insetos, antibiose.



Abstract: Insect learning plays a fundamental role in their survival, as it exerts a great
influence on decision making. The occurrence of the phenomenon of non-associative
learning occurs regardless of the stage of development of the insect, and may be related
to polyphagous practice. Due to some behavioral aspects of frugiperda species, it is
possible to determine whether habituation, preference induction and pre-imaginal
conditioning occur in different cowpea genotypes with levels of pest resistance. The
biological variables were: larvae and pupae weight and emergence of. The occurrence of
habit and induction of preference were determined with tests of food preference through
foliar larvae of S. frugiperda that fed for 24h, and pre-imaginal conditioning was
evaluated based on tests of oviposition of the pest, evaluating the number of eggs in
experiments that lasted 72h. The Creole variety Nioaque was the most resistant to the
attack of the pest, while the commercial cultivars Fradinho and BRS Tumucumaque were
classified as susceptible to S. frugiperda; and the cultivar Miranda was considered highly
susceptible to pest attack, in both experiments with field and laboratory caterpillars. The
laboratory insects preferred if, in the experiment with choice, of the previously bred grains
that were bred, regardless of the level of resistance, and field resistance of the habituation
phenomenon. Insects fed on BRS Tumucumaque and Miranda cultivars showed
preference induction in the larval stage. The presence of pre-imaginal conditioning was
observed in the cultivars Fradinho, BRS Tumucumaque and Miranda, in both
experiments. The results obtained in this work did not show consistency in the
determination of learning for the variety, thus making it more difficult to evolve
resistance. As too many cultivars, insects show non-associative learning, preference

induction or pre-imaginal conditioning, and can be used as bait plants, very useful in MIP.

Keywords: preference, non-associative learning, insect feeding behavior, antibiosis.



REVISAO DE LITERATURA
1.1 Feijao-caupi

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) (Fabales: Fabaceae) ¢ uma planta
dicotiledonea (Forni-Martins, 1988), subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo
Phaseolineae, género Vigna (Verdcourt, 1970; Marechal; Mascherpa; Stainer, 1978;
Freire Filho, 1988; Smartt, 1990; Padulosi; NG, 1997).

O feijao-caupi € considerado uma planta anual, herbacea, autdgama, inflorescéncia
racemosa, com botdes que podem ter uma ou duas flores hermafroditas, diclamideas,
zigomorfas, corola papilionacea, cinco pétalas que apresentam coloragao de branca-lilas
até tons que remetem ao amarelo dependendo da variedade, um estandarte, duas alas e
uma quilha, formado por duas pétalas com funcdo de prote¢do dos Orgdos sexuais
(Teofilo; Mamede; Sombra, 1999). Apresenta 1% de taxa de cruzamento natural
(Barbosa; Sousa, 2016; Tedfilo et al. 1999).

Suas vagens sdo cilindricas, que podem ser curvas ou retas, as sementes siao
arredondadas e podem apresentar diversas coloragdes, como verde, branco, amarela,
marrom, preta, vermelha entre outras cores (Nwokolo e Ilechukwu, 1996). Seu
crescimento ¢ normalmente indeterminado, podendo ser ereto, semiereto, semiprostrado
ou prostado (Wang et al. 2017), apresenta alta variabilidade genética que pode ser
explicada por segregagdes que podem ter ocorrido por varios anos de produgdes,
manutengdes e também por melhoramentos genéticos (Correa et al 2012; Oliveira et al.
2015).

A origem do feijdo-caupi é no Oeste da Africa na Nigéria (Steele; Mehra, 1980;
NG, 1995), e na Transvaal, Republica da Africa do Sul, respectivamente (Padulosi ¢ NG,
1997). Indicios apontam que a chegada do feijdo-caupi na América Latina ocorreu por
volta do século X VI, pelos colonizadores espanhdis e portugueses, logo apos, introduzido
no Brasil através do estado da Bahia, e posteriormente distribuido por todo o Nordeste do
Brasil e depois nas outras regides do pais (Freire-Filho, 1988; Silva et al. 2004).

Os maiores consumidores e produtores em escala mundial sdo a Nigéria, Niger e
Brasil (Singh et al. 2002). Na Etiopia e em outros paises africanos ¢ tido como um
alimento que se pode aproveitar a maior parte da sua composicao, pois 0s nativos

consomem suas folhas tenras, vagens frescas e seus graos. Apresentam também uma alta



adaptabilidade em regides de climas tropicais e subtropicais no mundo (Alemu et al.
2016).

E uma importante fonte de proteina, carboidratos, se destaca pelo alto teor de fibras
alimentares, vitaminas e minerais, ¢ possui baixa quantidade de lipideos (EMBRAPA
Meio Norte, 2003), apresentando baixo custo comparado aos pregos da carne bovina,
peixes e frango (Badiane et al. 2014).

O feijao-caupi, como a maioria das sementes de leguminosas, necessita de coc¢ao
antes do seu consumo, para inativar fatores antinutricionais como inibidores de amilases
e lectinas e também melhorar a digestdo da proteina (Mencion; Van Der Poel, 1993;
Liener, 1994; Lalles; Jansman, 1998; Carbonaro et al. 2000).

Umas das principais caracteristicas do feijado-caupi e de suas variedades sdo seu
curto ciclo de cultivo e por nao necessitarem de uma alta demanda hidrica, por serem
adaptados a condigdes elevadas de temperatura em regides de clima seco (Spriggs et al.
2018; Carvalho et al. 2019).

O feijao-caupi ndo se desenvolve bem em solos mal drenados, pois ocorre
permanéncia de excesso de agua no solo, que proporciona um ambiente anaerobico; por
conta disso o solo ideal ¢ de textura franco-arenoso e franco-argiloso, bem drenados e de
relativa fertilidade natural. Areas com incidéncias de fungos presentes no solo deverdo
ser evitadas. A area de plantio deve ser plano ou com pouco declive, pois o feijdo-caupi,
como a maioria de culturas anuais contribuem para a erosao do solo (Freire Filho, 2011).

O feijao-caupi possui ampla variedade genética, por isso estdo sendo realizados
estudos em programas de melhoramento genético, com objetivos de aumentar a produgao,
adaptabilidade e estabilidade de produ¢do; melhora dos graos; assim como a resisténcia
a pragas e doencas, elevar os teores de proteina, ferro, zinco e fibra alimentar, até mesmo
a melhora visual dos graos entre outros (Freire Filho 2008; 2011). Todo esse processo de
melhoria genética visa obter gendtipos superiores € ganhos com a selecao (Cruz et al.
2012).

Através de técnicas de melhoramento genético tém surgido novas cultivares
apresentando importantes mudangas na composicdo quimica das sementes através da
expressao de proteinas envolvidas na defesa da planta (Chrispeels e Raikhel, 1991). Em
contra partida, selecdo da semente crioula acontece de forma natural e vem sendo
realizado constantemente ao longo da historia. A cada safra, os camponeses selecionam
as melhores vagens e sementes, € a cada nova safra as caracteristicas dessas sementes sao

observadas, fazendo como que s6 as melhores sejam selecionadas e guardadas. Os
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camponeses fazem isso para possibilitar sempre uma maior producao no plantio seguinte
(Silva, 2019).

As variedades crioulas podem ser mais resistentes que as cultivares comerciais, pois
apresentam menor suscetibilidade das plantas a adversidades climaticas como secas e
ainda podem apresentar maior resisténcia a pragas ¢ doencas por serem adaptadas as
condig¢des climaticas da regido devido ao processo de sele¢ao realizado pelo agricultor ao
longo dos anos de cultivo na propriedade, esse processo de selecao ocorre de maneira que
as sementes maiores € mais saudaveis sejam selecionadas para um novo plantio, dessa
forma o produtor acaba selecionando a semente de uma planta que resistiu as
adversidades, se tornando ao longo das gera¢des mais resisténtes (Carpentiere-Pipolo et

al. 2010).

1.2 Experiéncia prévia dos insetos

A classe Insecta € considerada a maior do filo Arthropoda, pois apresenta a maior
diversidade, com os insetos fitofagos representando cerca de 45% dos insetos conhecidos
(Machado, 2009). O surgimento das asas permitiu que os insetos explorassem diferentes
habitats para alimentago, prote¢do, reproducdo e oviposi¢ao, possibilitando o fendmeno
da dispersao (Lidicker Junior e Stenseth, 1992).

Com a capacidade de dispersdo o inseto consegue também fazer a escolha do
hospedeiro, essa escolha ¢ um processo que envolve diferentes variaveis biodticas e
abidticas (West e Cunningham, 2002). A selecdo do hospedeiro envolve contato fisico,
com o pouso do inseto na planta e contato superficial (Bento e Nardi, 2009).

Por conta da grande diversidade de plantas, ¢ importante que os insetos fitéfagos
escolham uma planta adequada para ser sua hospedeira. Com a evolucdo, os insetos
apresentaram habitos especializados na alimentacdo, com isso adaptaram-se a alguns
taxons especificos ou a grupos de familias e plantas relacionadas, juntamente com a
exclusao de outras (Panda e Kush, 1995).

A maioria dos insetos conseguem reconhecer os compostos na superficie das
plantas através de 6rgaos sensoriais, em que 0s quimiorreceptores entram em contato com
a superficie do hospedeiro (Bonani et al. 2010), e utilizam também as pernas para fazer o
reconhecimento de substancias presentes nas plantas, sendo esse contato fisico (Périco;
Aratjo, 1991). Entre os sentidos dos insetos adultos a olfagao se destaca como uma das

mais importantes, ocorrendo em curta ou longa distancia, em razdo da capacidade de
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dispersdo dos insetos (Zacharuk, 1985). A antena do inseto também € um 6rgao sensorial
importante, pois, possui sensilas para varios tipos de percepc¢des (Lima-Mendonga et al.
2014).

O sistema nervoso dos insetos atua na hora da escolha do hospedeiro (Mclver,
1982). Segundo Dethier (1982), o sistema nervoso central (SNC) dos insetos ¢ capaz de
avaliar a intensidade dos sinais que as plantas expressam, por exemplo, os
semioquimicos; os insetos podem interpreta-lo para saber se a substancia em questdo ¢
toxica ou atraente.

Alguns autores relatam que a escolha do hospedeiro ¢ determinada pela experiéncia
adquirida do imago anteriormente, durante ou rapidamente, apds o inicio do periodo pupal
(Jaenike, 1988; Caubet e Jaisson, 1991; van Emden et al., 1996; Barron e Corbet, 1999).
Mudangas envolvidas na experiéncia prévia dos insetos sdo influenciadas pelas defesas
quimicas das plantas, que podem influenciar na escolha do hospedeiro (Bernays e
Chapman, 1994). A experiéncia prévia dos insetos esta ligada a aprendizagem associativa
e ndo associativa (Papaj e Prokopy, 1989; Schoonhoven et al. 2005).

A aprendizagem associativa ¢ sustentada na relagdo entre estimulos positivos
(recompensa) ou negativos (puni¢des) em que o individuo € condicionado (Matthews e
Matthews, 2010). Em contraste, a aprendizagem nao associativa envolve a habituacao, a
indugdo de preferéncia e o condicionamento pré-imaginal (Schoonhoven et al. 2005).

A habituagdo ocorre como resultado da diminuicdo da resposta do inseto a um
estimulo através da experiéncia (contato repetitivo). Por exemplo, quando um inseto
consegue se alimentar em uma planta resistente, devido a um contato prévio (repetitivo).
A indugdo de preferéncia acontece quando um inseto altera o seu comportamento
alimentar e volta a dar preferéncia a uma determinada planta hospedeira experimentada
antes (Bernays e Weiss, 1996). O condicionamento pré-imaginal acontece quando insetos
fitofagos adultos demonstram preferéncia pelo hospedeiro onde se desenvolveu nos
estagios imaturos (Barron, 2001).

O principio de Hopkins (1917), tenta explicar que uma espécie que se reproduz em
dois ou mais hospedeiros pode preferir continuar se reproduzindo no hospedeiro ao qual
estd mais adaptada evolutivamente, em decorréncia de variagdes genéticas de uma raca,
biotipo ou populagdo (Barron, 2001).

O principio de Hopkins tornou-se profundamente entrelacado com o pressuposto de
que a preferéncia para oviposi¢do pode ser ligada a uma "memoria" de habitos alimentares

da fase larval (Phillips, 1977). Essa memoria de habitos alimentares se organiza no
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sistema nervoso central que ¢ transferido através da metamorfose para o estagio adulto
(Dethier,1954; Corbet, 1985).

Em insetos holometabolos a reorganizacdo do sistema nervoso durante
metamorfose ¢ tdo complexa que ¢ dificil de imaginar como uma base neural poderia
persistir, por exemplo, em Drosophila (Fallén, 1823) (Diptera: Drosophilidae), os 6rgaos
do sentido dos adultos sdo formados de novo a partir de discos imaginais (Carlson, 1991).

A aprendizagem dos insetos tem um papel fundamental na sobrevivéncia, pois
assume a responsabilidade na tomada de decisdes por diferentes grupos de insetos (Papaj
e Lewis, 1993). A aprendizagem ocorre no sistema nervoso central do inseto (Dethier,
1954; Corbet, 1985). Matthews e Matthews (2010) definem a aprendizagem como uma
mudang¢a de comportamento, que ocorre como resultado de uma experiéncia, ocorrendo
de forma gradual como resposta a um estimulo continuo. A fase de memorizag¢do ocorre
na fase imatura e se estende por duas ou mais geragdes, ou seja, essa memorizagao €

passada para a prole (Wilson et al, 1981; Bernays, 1995).

1.2 Spodoptera frugiperda

A lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) é um inseto nativo de
regides tropicais e subtropicais das Américas (Sparks, 1979). Encontrada em
praticamente todo o territdrio brasileiro, sendo favorecido pelas condi¢des climaticas, e
pela disponibilidade e diversificagdo de plantas hospedeiras (Cruz, 1995).

O adulto de S. frugiperda ¢ uma mariposa com uma colorag¢do acinzentada, sendo
as fémeas mais claras que os machos, pois apresentam dimorfismo sexual. A fase adulta
tem duracdo de até 12 dias, mede cerca de 35 mm de envergadura, e 15 mm de
comprimento, as asas posteriores de ambos os sexos tém uma circulagdo por linhas
marrons (Cruz, 1995), sendo as fémeas maiores, desprovidas de manchas pretas nas asas,
e a copula geralmente ocorre no periodo noturno (Zenker et al. 2007).

Os ovos sdo geralmente depositados em massas, com camadas sobrepostas, de
coloragdo esverdeada e ap6s 12-15 horas tendem a ficar alaranjados, sdo recobertos por
escamas que desprendem do abdomen das fémeas (Cruz, 1995). O numero de ovos pode
chegar até 1.000 por fémea, isso depende também do fator ambiental e alimentar (Avila
et al. 1997). A fémea pode ovipositar na planta hospedeira ou proéximo a ela, as larvas
eclodem com aproximadamente trés dias e inicialmente se alimentam raspando o

parénquima foliar (Costa et al. 2019). As fémeas adultas de S. frugiperda podem
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ovipositar fora da planta hospedeira. Quando isso ocorre, torna-se valida a hipotese de
auséncia de preferéncia hospedeira ficando claro que ndo houve a predilecdo a planta
hospedeira (Barros et al. 2010).

As larvas recém-eclodidas sdo esbranquicadas, tém a cabeg¢a mais larga que o corpo.
No primeiro instar medem cerca de 1,9 mm de comprimento (Cruz, 1995). Apresentam
pontos pretos (pinaculos) distribuidos em pares de cada lado ao longo do corpo do inseto.
O ultimo segmento abdominal apresenta quatro pontos pretos distribuidos como vértices,
de um quadrado, a cabega apresenta a figura de um Y invertido, mas essa nao pode ser
considerada uma caracteristica para identificacao da espécie. A fase larval dura até duas
semanas no verao e até quatro semanas no inverno (Sosa-Goémes et al. 2014).

Apresentam cinco instares na fase larval, no entanto a duragdo de cada instar
depende das condi¢des de temperatura e disponibilidade de alimento. O periodo larval de
S. frugiperda dura em média de 15 a 25 dias; nos primeiros dias de vida da lagarta, ainda
no primeiro instar se alimentam através de raspagem das folhas, sendo que a partir do
segundo instar elas ja comegam a fazer pequenos buracos nas folhas. Exibem também um
comportamento canibalista a partir do terceiro instar (Valicente et al. 2009), o qual
diminui a densidade de individuos imaturos, todavia diminuindo também o risco de
predacgdo e parasitismo (Chapman et al. 2000).

Apos chegar na tltima fase do periodo larval a lagarta para de se alimentar e penetra
o solo e se transforma em pupa, periodo conhecido como pré-pupa. A fase de pupa tem
duracdo de até 12 dias dependendo das condi¢cdes ambientais (Zucchi et al. 1993). As
pupas normalmente tem coloracdo verde clara nesta fase, o corpo € muito fragil, tornando-
se alaranjado e posteriormente marrom avermelhado. Ao aproximar da emergéncia do
adulto, a pupa adquire uma coloragdo quase preta (Cruz, 1995).

As lagartas de S. frugiperda podem danificar mais de 350 espécies de plantas,
incluindo muitas das principais culturas, como milho, trigo, cevada, arroz, soja, batata
entre outros (Montezano et al. 2018). Mesmo com uma gama de substratos alimentares
esses insetos precisam de fontes energéticas que sdo as mesmas necessarias para todos os
organismos heterotroficos: os carboidratos, os lipideos e as proteinas (Gullan et al. 2007).

A grande parte do alimento que o inseto consome e requer digestdo € composta por
polimeros, como por exemplo: amido, celulose, hemicelulose e proteinas, uma
diminui¢do dos polimeros ocorre por meio da a¢do de despolimerases, como amilase,
celulases, hemicelulases e proteinases. Oligdmeros sofrem hidrolise por oligomerases,

exemplificadas por aminopeptidases, que age sobre pequenas porc¢des resultantes da
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hidroélise de proteinas. A fase intermediaria da digestdo sao os dimeros, como maltose,
celobiose, dipeptideos, derivados da hidrélise de amido, celulose e proteinas. Na fase final
da digestdo, os dimeros sdo clivados a mondmeros por dimerases, exemplificadas por
maltose, celobiase e depeptidases (Silva et al. 2012).

Os danos que os insetos causam nas plantas sdo variados, no entanto um inseto sé
pode ser considerado praga quando atinge um determinado indice de dano econdmico
para a cultura atacada, que ¢ determinado pelo tamanho da populagdo da praga, fase do
desenvolvimento, estrutura vegetal atacada e a duragdo do ataque, podendo variar a

intensidade do prejuizo em quantidade e qualidade (Pinto, 2016).
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CAPITULO 1

HABITUACAO, INDUCAO DE PREFERENCIA E CONDICIONAMENTO PRE-
IMAGINAL DE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) PREVIAMENTE CRIADA EM
LABORATORIO E ALIMENTADA EM DIFERENTES GENOTIPOS DE FEIJAO-
CAUPI (Vigna unguiculata [L] WALP.)

17



Resumo. A ocorréncia do fendmeno de aprendizagem nfo associativa ocorre

independentemente do estagio de desenvolvimento do inseto-praga, e, esse fenomeno
pode estar relacionado com o hébito polifago da praga. O objetivo desta pesquisa foi
avaliar alguns aspectos comportamentais de Spodoptera frugiperda através da
determinagdo da habituacao, indugdo de preferéncia e condicionamento pré-imaginal em
quatro gendtipos de feijao-caupi (Nioaque, Fradinho, BRS Tumucumaque ¢ Miranda)
com diferentes niveis de resisténcia a praga. Ocorréncia de habituagdo e inducdo de
preferéncia foram determinadas mediante testes de preferéncia alimentar das lagartas, e
o condicionamento pré-imaginal foi avaliado com base em testes de oviposi¢cao. Em todos
os experimentos, os insetos foram previamente alimentados com um dos genotipos de
feijdo-caupi, e a geracdo seguinte foram oferecidos quatro genotipos (incluindo o
genotipo em que a praga foi previamente criada) para alimentagdo ou oviposi¢ao, em
laboratdrio. O genoétipo crioulo Nioaque foi mais resistente em comparagdo aos genotipos
comerciais Fradinho, BRS Tumucumaque e Miranda. A variedade crioula Nioaque ndo
apresentou o fendmeno de aprendizagem, o que demonstra que a Spodoptera frugiperda
terd maior dificuldade para evoluir resisténcia, o que difere das cultivares comerciais, pois
foi possivel detectar aprendizagem ndo associativa, indug¢do de preferéncia e
condicionamento pré-imaginal. Esse resultado nos leva a crer que as plantas suscetiveis
podem ser aplicadas na agricultura como plantas atraentes a praga, em conjunto com uma

cultura que ja esteja no campo, pratica ja usual no MIP.

Palavras-chave: preferéncia alimentar, aprendizagem nao associativa, comportamento
de insetos, antibiose
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Abstract. The occurrence of the non-associative learning phenomenon occurs
independently of the insect pest development stage, and, in this sense, we support the
hypothesis that this phenomenon is related to the pest's polyphagous habit. To test this
hypothesis, the objective of this research was to evaluate some behavioral aspects of
Spodoptera frugiperda through the determination of habituation, preference induction
and pre-imaginal conditioning of this insect in four cowpea genotypes (Nioaque,
Fradinho, BRS Tumucumaque and Miranda) with different levels of pest resistance.
Occurrence of habituation and induction of preference were determined by means of tests
of food preference of the caterpillars, and pre-imaginal conditioning was evaluated based
on tests of oviposition. In all experiments, the insects were previously fed one of the
cowpea genotypes, and the next generation was offered four genotypes (including the
genotype in which the pest was previously bred) for feeding or oviposition in the
laboratory. The Creole variety Nioaque was more resistant compared to the commercial
cultivars Fradinho, BRS Tumucumaque and Miranda. The results obtained from this
work, the Creole variety Nioaque did not show congruence to detect the learning
phenomenon, which demonstrates that the insect in question has some difficulty to
develop resistance, which differs from commercial cultivars, since it was possible to
detect non-associative learning, preference induction and preimaginal conditioning. This
result leads us to believe that susceptible plants can be applied in agriculture as plants
attractive to the pest, together with a crop that is already in the field, a practice that is

already usual in MIP.

Keywords: food preference, non-associative learning, insect behavior, antibiosis
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1.INTRODUCAO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata [L.] Walp.) (Fabales: Fabaceae) ¢ considerado
alimento basico na mesa da populacdo de baixa renda, principalmente na regiao Nordeste
do Brasil (Onwuliri et al. 2002), apresentando grande importancia agricola e nutricional
(Gondwe et al. 2019).

Durante o desenvolvimento, as plantas de feijado-caupi sofrem diversos ataques de
insetos-praga, afetando diretamente seu crescimento, qualidade e produtividade de seus
graos (Valente et al. 2014). Dentre as pragas que ocorrem na cultura, destacam-se
besouros desfolhadores como Diabrotica speciosa (Germar) (Coleoptera:
Chrysomelidae) e Cerotoma arcuata (Olivier) (Coleoptera: Chrysomelidae), assim como
as lagartas de Mocis latipes (Guenée) (Lepidoptera: Noctuidae), Spodoptera cosmioides
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Silva et al.
2005). Os danos causados nas folhas por essas pragas diminuem a capacidade da planta
de realizar fotossintese diminuindo a area foliar e atacando estruturas reprodutivas (Lima
et al. 20006).

Spodoptera frugiperda possui uma ampla distribuicdo geografica, apresentando
alimentagdo altamente diversificada (Cruz 1995). Desse modo, suas lagartas apresentam
polifagia, causando danos em varias culturas como milho (Zea mays L.) (Cyperales:
Poaceae), alfafa (Medicago sativa L.) (Fabales: Fabaceae), soja (Glycine max [L.] Merr.)
(Fabales: Fabaceae), trigo (Triticum aestivum L.) (Cyperales: Poaceae) (Murua et al.
2008) e feijao-caupi (Silva et al. 2005). No Brasil foi constatado a presenca de dois
biotipos de S. frugiperda, sendo um do milho e o outro do arroz (Busato et al. 2005).

O contole quimico ¢ o meio mais utilizado no manejo de S. frugiperda, em diversas
culturas (MAPA 2016), mas ainda ndo existe inseticida registrado que faga o controle
desta praga em feijdo-caupi (MAPA 2021).

A experiéncia prévia dos insetos em plantas hospedeiras pode acarretar em
mudangas nos habitos alimentares (Karowe, 1989) e de oviposi¢ao (Jaenike, 1988)
caracterizando comportamentos de aprendizagem. A aprendizagem associativa ocorre
quando um inseto relaciona um estimulo particular com outro estimulo, podendo ser um
estimulo de recompensa e outro como punicao, entdo o inseto ird evitar estimulos que
gere puni¢do, por exemplo um alimento de gosto amargo, mesmo que o mesmo nao

ocorresse. (Blackiston et al. 2008). Em contraste, a aprendizagem ndo associativa envolve
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a habituacdo, indugdo de preferéncia e condicionamento pré-imaginal (Schoonhoven et
al. 2005).

A habituagdo ocorre como resultado da diminuicdo da resposta do inseto a um
estimulo através da experiéncia (contato repetitivo). Por exemplo, quando um inseto
consegue se alimentar em uma planta resistente, devido a um contato prévio (repetitivo).
De forma contraria, a sensibilizagdo ¢ caracterizada por um aumento de resposta ao
estimulo (Mathews e Mathews, 2010).

No presente contexto, habituagdo seria um aumento da rejeigdo do inseto a uma
planta resistente. A indugdo de preferéncia acontece quando um inseto altera o seu
comportamento alimentar e volta a dar preferéncia a uma determinada planta hospedeira
experimentada antes (Bernays e Weiss, 1996). O condicionamento pré-imaginal acontece
quando insetos fitéfagos adultos demonstram preferéncia pelo hospedeiro onde se
desenvolveu nos estagios imaturos (Barron, 2001).

Diante do exposto, gendtipos de feijdo-caupi Nioaque, Fradinho, BRS
Tumucumaque ¢ Miranda apresentam comportamentos ja definidos em relagdo a praga.
O gendtipo Nioaque foi classificado como resistente a praga devido a reducdo de
emergéncia dos adultos e prolongamento do periodo larva-adulto. A cultivar Fradinho foi
classificada como moderadamente resistente porque apresentou peso larval e pupal
reduzido e um prolongado periodo de desenvolvimento larval e pupal, ao passo que as
cultivares BRS Tumucumaque e Miranda foram consideradas suscetiveis ao ataque da
praga, principalmente pelos maiores valores de peso larval e menor duragao de periodo
larva-pupa (Costa et al. 2019).

A hipdtese inicialmente levantada pelo presente trabalho ¢ que a ocorréncia do
fendmeno de aprendizagem ndo associativa ocorre independentemente do estagio de
desenvolvimento do inseto-praga, sustentando a hipdtese de que esse fendmeno estd
relacionado com o hébito polifago da praga.

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a manifestacio da habituacdo e da
indugdo de preferéncia alimentar em larvas de S. frugiperda de laboratdrio previamente
criadas em diferentes genotipos de feijdo-caupi, bem como a ocorréncia de

condicionamento pré-imaginal em adultos da praga.
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2. MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi conduzida no Laboratério de Entomologia da Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), Mato Grosso do Sul, Brasil, sob condigdes
climaticas controladas: temperatura 25 + 2°C, umidade relativa 70 + 10%, e fotoperiodo

12:12 h (luz: escuro).

2.1. Criacao de Spodoptera frugiperda

A populagdo inicial de S. frugiperda utilizada nos experimentos foi obtida a partir
de criagdo da 12° geragdo mantida em dieta artificial no Laboratério de Entomologia da

UFGD, de acordo com a metodologia de Greene et al. (1976).

2.2 Semeadura de gendtipos de feijao-caupi

Foram utilizados os gendtipos Nioaque, Fradinho, BRS Tumucumaque e Miranda
de feijdo-caupi com diferentes niveis de antibiose a S. frugiperda (Costa et al. 2019).

Nove sementes de cada gendtipo foram semeadas em recipientes plasticos de 7 L,
preenchidos com substrato formado por trés partes de solo e uma parte de composto
organico (residuos de aviario). O desbaste foi realizado 10 dias apds a emergéncia das
plantas, mantendo quatro plantas por vaso.

Cinco vasos plasticos foram utilizados por genotipo na primeira semeadura,
totalizando 20 plantas por genoétipo de feijao-caupi (Figura 1). Apos sete dias, repetiu-se
cinco vasos plasticos foram semeados por genotipo, visando o fornecimento continuo de
alimento durante toda fase larval do inseto. As plantas foram cultivadas em casa de
vegetacao, sob condicdes naturais de temperatura, umidade relativa, e luminosidade, e

irrigadas sempre que necessario.
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Figura 1. Semeadura do feijdo-caupi por tratamento.
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2.2. Desenvolvimento de Spodoptera frugiperda

Folhas dos diferentes genotipos de feijdo-caupi foram coletadas na casa de
vegetacao e acondicionadas em sacos plasticos e levadas ao laboratério, onde foram
higienizadas em uma solu¢do de hipoclorito de sédio a 0,05% por dois minutos,
enxaguadas em agua deionizada, e secas em temperatura ambiente sobre papel toalha.

Discos foliares com medidas de 3 cm de didmetro dos genotipo de feijao-caupi
foram oferecidos para trés larvas neonatas de S. frugiperda com menos de 24h de idade
em recipientes plasticos transparentes, 7 cm de didmetro X 5 cm de altura, até o ultimo
instar. Os recipientes plasticos foram forrados com papel filtro umedecido com agua
deionizada e hipoclorito de sédio 0,05%.

Aos oito dias ap6s o inicio do experimento, apenas uma larva foi mantida em cada
recipiente. As larvas mais ativas foram escolhidas para o experimento, e esse
procedimento foi adotado para diminuir os efeitos da mortalidade natural. As folhas foram
substituidas a cada 24h, e o fornecimento ocorreu ad libidum e os recipientes foram
higienizados diariamente.

As variaveis biologicas avaliadas foram: peso (mg) de larvas de 10 dias de idade, e
peso de pupas de 24 h de idade, com auxilio de uma balanca analitica de precisao (modelo
2204, Bioscale, China), enquanto a sobrevivéncia determinada mediante o numero de

adultos emergidos.

2.3. Teste de preferéncia alimentar com chance de escolha para verificacio de
habituacio ou inducio de preferéncia

Etapa 1

Os ovos colocados pelas fémeas foram separados de acordo com o genotipo de
feijdo-caupi onde as larvas se alimentaram anteriormente. As massas de ovos foram
armazenadas em recipientes plasticos transparentes (7 cm de didmetro x 5 cm de altura)
forrados com papel-filtro umedecido até a eclosdo das larvas. Em seguida, trés larvas
neonatas (por repeti¢ao) foram transferidas para uma placa de Petri (15 cm de didmetro)
forrada com papel-filtro umedecido usando um pincel de cerdas macias.

As larvas alimentaram-se de folhas de plantas de feijao-caupi de um dos genotipos,
isto ¢, do mesmo genoétipo que seus progenitores na fase larval (Experimento 1), por um

periodo de oito dias (Boiga Junior et al. 2017). Posteriormente, a ocorréncia de habituacao
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ou indugdo de preferéncia foi avaliada mediante um teste de preferéncia alimentar com

chance de escolha.

Etapa 2

Larvas de oito dias de idade (Boica Junior et al. 2015), criadas em um dos quatros
gendtipos de feijdo-caupi estudados (Etapa 1,) foram separadas e cuidadosamente
transferidas com pincel de cerdas macias para placa de Petri (15 cm de didmetro),
contendo uma secao foliar de 3 cm de diametro de cada gendtipo de feijao-caupi.

Quatro larvas de oito dias de idade foram liberadas por placa de Petri, e cada placa
com quatro se¢des foliares de forma cruzada e equidistantes dos gendtipos e quatro larvas
de S. frugiperda constituiram uma unidade experimental (Figura 2). Foi adotado um

delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (genotipos) e 10

repetigoes.
Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4
Nioaque Fradinho BRS Tumucumaque Miranda
10 repeticdes 10 repeticoes 10 repeticbes 10 repeticoes

B D € e

Figura 2. Teste de preferéncia alimentar com chance de escolha.
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2.5 Teste de Oviposiciao

Para esse experimento os insetos foram criados novamente, usando a mesma
metodologia do experimento anterior, onde os casais foram formados a partir de larvas
criadas em um dos quatro gendtipos de feijao-caupi.

As plantas dos diferentes gen6tipos de feijado-caupi foram cultivadas em casa de
vegetacdo em recipientes plasticos de 700 mL, usando o mesmo substrato citado
anteriormente. Uma planta de cada um dos quatro gendtipos de feijao-caupi foi disposta
de forma equidistante em gaiolas transparentes (50 cm de comprimento % 38 cm de altura)
com 20 dias de idade apds a emergéncia das plantas e colocadas a 25 cm de distancia da
planta vizinha. Posteriormente, dois casais adultos de quatro dias de idade criados em um
dos quatro gendtipos de feijao-caupi foram liberados por gaiola, totalizando 4 gaiolas por
genotipo.

As fémeas utilizadas estavam no inicio do periodo de oviposi¢ao, € o experimento
teve duragdo de 72h (Nogueira et al. 2019) (Figura 3). O mesmo procedimento foi adotado
para insetos criados nos diferentes gendtipos de feijdo-caupi, totalizando 16 gaiolas,
sendo 4 gaiolas por tratamento. O dimorfismo sexual de adultos de S. frugiperda foi
utilizado para determinar o sexo das mariposas de acordo com a colora¢do das asas
(EPPO, 2015). Durante todo o experimento, os casais foram alimentados com uma

solucdo de mel a 10%, e a contagem do niimero de ovos ocorreu apds 72h.
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Figura 3. Teste de oviposi¢cdo com chance de escolha.
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2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados quanto a normalidade de residuos (teste de Cramér-von
Mises) e homogeneidade de variancias (Levene 1960, SAS Institute Inc. 2003). A
emergéncia de adultos e peso de pupas ndo se adequaram aos requisitos de normalidade
de residuos e homogeneidade de variancias, e por isso foram analisados usando um teste
ndo paramétrico (Kruskal Wallis 1952). Numero de ovos ndo atenderam aos requisitos
estatisticos mencionados acima, e devido a presen¢a de muitos valores “zero”, foram
analisados usando a regressao de Poisson inflada de zero (ZIP) (Lambert 1992) usando o
software R (R Development Core Team 2021)

Em contraste, os dados que se adequaram as exigéncias estatisticas foram
submetidos a analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (o
= 0,05) usando os programas estatisticos Sisvar® 5.8 (Ferreira, 2000) ¢ R (R
Development Core Team 2021).
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3. RESULTADOS
3.1. Desenvolvimento de S. frugiperda

As larvas de S. frugiperda tiveram um peso aproximadamente 40% menor quando
alimentadas com folhas da variedade crioula Nioaque (F=12,54; gl=3, 11; p<0,0001),

comparadas com larvas criadas nas cultivares comerciais Fradinho, BRS Tumucumaque

e Miranda (Figura 4).
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Figura 4. Peso de larvas (média + erro padrdo) de Spodoptera frugiperda com 10 dias de
idade, alimentadas em diferentes gendtipos de feijao-caupi. Letras diferentes acima das
barras indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (a = 0,05).

As pupas de S. frugiperda tiveram um peso aproximadamente 10% menor quando
criadas na variedade crioula Nioaque, e nas cultivares comerciais Fradinho e Miranda
(F=6,53; gl=3, 69; p<0,0001), comparadas com pupas criadas na cultivar BRS

Tumucumagque (Figura 5).
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Figura 5. Peso de pupas (média + erro padrdo) de Spodoptera frugiperda, criadas em
diferentes genétipos de feijdo-caupi. Letras diferentes acima das barras indicam
diferengas significativas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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A emergéncia de S. frugiperda foi similar ao comparar a variedade crioula Nioaque
com as cultivares comerciais BRS Tumucumaque, Fradinho e Miranda (H=0.17; gl=3,

20; p<0,910) (Figura 6).
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Figura 6. Emergéncia (média + erro padrdo) de Spodoptera frugiperda, alimentada, na
fase larval, em diferentes genotipos de feijao-caupi. Letras iguais acima das barras ndo
indicam diferencas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis (a = 0,05).

3.2. Teste de preferéncia alimentar com chance de escolha

Larvas de S. frugiperda descendentes de individuos criados na variedade Nioaque
demonstraram preferéncia alimentar pela variedade Nioaque e pela cultivar Miranda (F=
24,33; gl=3, 116; p<0,0001), diferindo significativamente das cultivares BRS
Tumucumaque e Fradinho, as quais foram menos consumidas pela praga (Figura 7A).

Larvas de S. frugiperda descendentes de individuos criados na cultivar Fradinho
demonstraram preferéncia alimentar pela cultivar Fradinho (F=41,76; gl=3, 116;
p<0,0001), diferindo significativamente da variedade Nioaque e das cultivares BRS
Tumucumaque e Miranda (Figura 7B).

Larvas de S. frugiperda descendentes de individuos criados na cultivar BRS
Tumucumaque demonstraram preferéncia alimentar pela cultivar BRS Tumucumaque
(F=88,73; gl=3, 116; p< 0,0001), diferindo significativamente da variedade Nioaque, e
das cultivares Fradinho e Miranda (Figura 7C).

Larvas de S. frugiperda descendentes de individuos criados na cultivar Miranda

demonstraram preferéncia alimentar pela cultivar Miranda (F=360,75; gl=3, 116;
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p<0,0001), diferindo significativamente da variedade Nioaque, e das cultivares Fradinho

e BRS Tumucumaque (Figura 7D).
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Figura 7. Consumo foliar (média + erro padrdo) de Spodoptera frugiperda em quatro
diferentes genotipos de feijao-caupi, apds alimentagdo larval por 24h. Letras diferentes
acima das barras indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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3.3. Aspectos biologicos da segunda geracao e teste de Oviposicao

As larvas de S. frugiperda tiveram um peso aproximadamente 30% menor quando
alimentadas com folhas da variedade crioula Nioaque e cultivar Fradinho (F=24,72; gl=3,
116; p<0,0001), comparadas com larvas criadas nas cultivares BRS Tumucumaque e
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Miranda (Figura 8).

Figura 8. Peso de larvas (média + erro padrao) de Spodoptera frugiperda com 10 dias de
idade, alimentadas em diferentes gendtipos de feijao-caupi. Letras diferentes acima das
barras indicam diferencgas significativas pelo teste de Tukey (o = 0,05).

As pupas de S. frugiperda tiveram um peso similar quando criadas na variedade
crioula Nioaque, e nas cultivares comerciais Fradinho BRS Tumucumaque e Miranda (H
=0, 597; gl = 3, 60; p< 0, 6913) (Figura 9).
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Figura 9. Peso de pupas (média + erro padrao) de Spodoptera frugiperda 2° geragao,
criadas em diferentes genotipos de feijdo-caupi. Letras iguais acima das barras nao
indicam diferengas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis (o = 0,05).

A emergéncia de S. frugiperda foi similar ao comparar a variedade crioula Nioaque

com as cultivares Fradinho, BRS Tumucumaque e Miranda (F=0,59; gl=3, 60; p<0,6913),
(Figura 10).
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Figura 10. Emergéncia de Spodoptera frugiperda (média + erro padrdo) de Spodoptera
frugiperda, 2° geragdo criadas em diferentes genotipos de feijdo-caupi. Letras iguais
acima das barras ndo indicam diferengas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis (o =
0,05).

Fémeas de S. frugiperda, que foram alimentadas na fase larval com folhas da
variedade Nioaque, preferiram ovipositar na variedade Nioaque, diferindo
significativamente das cultivares Fradinho e BRS Tumucumaque (¥*=31,97; gl=3, 12;
p<0,0001). Contudo, o niimero de ovos na variedade Nioaque nao diferiu da cultivar
Miranda (Figura 8A). Além disso, o nimero de ovos encontrado na cultivar Miranda foi
superior ao registrado na cultivar BRS Tumucumaque (Figura 11A).

Fémeas de S. frugiperda, que foram alimentadas na fase larval com folhas da
cultivar Fradinho, preferiram ovipositar na mesma, diferindo significativamente da
variedade Nioaque e BRS Tumucumaque (y*=38,36; gl=3, 12; p<0,0001). Contudo, o
nimero de ovos verificados na cultivar Fradinho nao diferiu da cultivar Miranda (Figura
11B).

Fémeas de S. frugiperda, que foram alimentadas na fase larval com folhas da
cultivar BRS Tumucumaque, preferiram ovipositar na cultivar BRS Tumucumaque,

diferindo significativamente da variedade Nioaque e da cultivar Fradinho (y*=17.58;
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gl=3, 12; p<0,0001). Entretanto, o nimero de ovos colocados por esses insetos na cultivar

Fradinho ndo diferiu do nimero de ovos colocados na cultivar Miranda (Figura 8A). Além

disso, o nimero de ovos encontrado na cultivar Miranda foi superior registrado na

variedade Nioaque (Figura 11C).

Fémeas de S. frugiperda, que foram alimentadas na fase larval com folhas da

cultivar Miranda, preferiram ovipositar na cultivar Miranda, diferindo significativamente

da variedade Nioaque e das cultivares Fradinho e BRS Tumucumaque (¥*=69.80; gl=3,
12; p<0.0001) (Figura 11D).
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Figura 11. Numeros de ovos (média + erro padrdo) de Spodoptera frugiperda por planta
de diferentes genotipos de feijdo-caupi. Letras diferentes acima das barras indicam
diferengas significativas pelo teste de Tukey (o = 0,05) (zero inflado Poisson regressao).
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4. DISCUSSAO

Alguns estudos apontam que a experiéncia prévia de insetos em plantas hospedeiras
pode afetar o comportamento do inseto, alterando sua preferéncia alimentar, através do
fendmeno de habituagdo e indugdo de preferéncia. A habituagdo ¢ caracterizada pela
perda gradativa da resposta do inseto a um estimulo, pelo contato repetitivo, ao passo que
a inducdo de preferéncia ¢ caracterizada pela mudanca no comportamento regular do
inseto, de forma que ele tende a preferir se alimentar da planta na qual ja tinha tido algum
contato prévio (Bernays e Chapman 1994; Schoonhoven et al. 2005).

Alimentag¢do dos insetos € um processo que ocorre para atender suas demandas
nutricionais bésicas, porém, a quantidade de alimento ingerido e digerido ¢ assimilado e
convertido em tecidos de crescimento, mas essa quantidade varia conforme os nutrientes
e os compostos nao nutritivos (aleloquimicos) que existem no alimento (Beck, 1972).

Larvas de S. frugiperda criadas na variedade crioula Nioaque ndo apresentaram um
grande ganho de peso mesmo apresentando consumo foliar, evidenciando que ndo houve
uma boa metabolizagao do alimento, pois, muitas plantas possuem aleloquimicos que
alteram, de alguma forma, o desenvolvimento do inseto, ou motilidade do sistema
digestivo (Panizzi e Parra, 1991) Metabolitos secundarios das plantas atuam no
metabolismo desses insetos herbivoros, configurando um processo de sele¢do natural
dentre os mais resistentes (Freitas et al., 2014; Nawrot ¢ Harmatha, 2012; Menezes,
2005).

As pupas advindas de lagartas alimentadas na cultivar BRS Tumucumaque
apresentaram maior peso, diferindo das demais. A emergéncia de adultos ndo demostrou
diferencas significativas entre os genotipos. A conversao alimentar ¢ um processo na qual
o inseto consegue transformar o alimento consumido em massa corporal, de acordo com
as suas demandas nutricionais, no entanto quando o inseto se alimenta de uma planta
resistente, ocorre um processo chamado de custo metabolico que leva o inseto a perder
peso, pois isso faz com que ocorra uma quebra de lipideos nas células (Slansky e
Rodriguez, 1987).

Isso provavelmente ocorre mais facilmente em uma planta que apresenta resisténcia
como a variedade Nioaque, e isso altera a biologia do inseto, alterando seu ganho de peso,
refletindo em limitagdes que poderao ser observadas no seu ciclo o que difere de insetos

que se alimentaram de plantas sem essa caracteristica de resisténcia.
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Cabe destacar que a variedade Nioaque foi considerada refletindo em limitagdes
que poderdo ser observadas no seu ciclo resistente a S. frugiperda no estudo de Costa et
al. (2019), pois influenciou negativamente o peso larval e pupal, e o periodo de
desenvolvimento de larva ao adulto. Similarmente, no presente estudo a variedade
Nioaque foi a mais desfavoravel nutricionalmente a praga, pois os insetos alimentados
nessa variedade apresentaram um menor peso larval, caracterizando o tipo de resisténcia
antibiose. Esse recurso genético pode ser incorporado nas cultivares comerciais, usando
a expressao de resisténcia e tolerancia as pragas. As cultivares Miranda ¢ BRS
Tumucumaque foram as mais suscetiveis ao ataque da praga.

E importante estudos da fisiologia, do comportamento, da ecologia e da evolugdo
do inseto para entendermos como os mesmos sao afetados por fatores nutricionais. Dessa
forma, sera mais facil compreendermos os fatores de resisténcias que envolve a relagao
inseto planta (Scriber e Slansky JR, 1981).

No teste com chance de escolha larvas de S. frugiperda preferiram se alimentar dos
genotipos nos quais foram previamente criadas, incluindo os insetos que se alimentaram
nos genotipos mais resistentes, a variedade crioula Nioaque, e também demostraram
preferéncia para a cultivar Miranda. Larvas criadas nas cultivares comerciais Fradinho,
BRS Tumucumaque e Miranda, classificadas como suscetiveis a S. frugiperda, preferiram
se alimentar das mesmas no teste com chance de escolha, apresentando aprendizagem nao
associativa, ocorrendo o fenomeno de indugao de preferéncia.

De forma contraria, Boiga Junior et al. (2017) mostraram que larvas de S. frugiperda
nao preferiram se alimentar do gendtipo de soja que foram criadas, sugerindo que
habituacdo e indug¢do de preferéncia nao tenham ocorrido, sendo assim ndo ocorreu
aprendizagem nao associativa. Desta forma, isso sugere que os niveis de resisténcia de
soja a S. frugiperda foram maiores que os niveis encontrados no feijao-caupi.

Na aprendizagem ndo associativa o individuo € exposto a apenas um estimulo, na
qual o mesmo tem contato repetido sucessivamente e gera modificagdes no
comportamento (Squirre e Kandel, 1999).

Larvas de S. frugiperda da segunda geragdo criadas nos genoétipos resistentes,
variedade Nioaque e a cultivar Fradinho, apresentaram menor peso larval, enquanto as
larvas alimentadas nas cultivares suscetiveis BRS Tumucumaque e Miranda
apresentaram o maior peso. O peso de pupas nao demostrou diferengas significativas entre
os diferentes gendtipos de feijdo-caupi, assim como para emergéncia de adultos também

ndo houve diferencas significativas. Com os dados dos pesos larvais com diferengas
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significativas, esperava-se um resultado similar de peso pupal o que nao ocorreu, pois nao
houve diferencas significativas de peso pupal. Alguns autores obtiveram resultados
similares, e isso pode ocorrer porque as larvas tendem a aumentar o periodo de
desenvolvimento larval (Melo e Silva, 1987, Vendariam e Fancelli, 1988).

Condicionamento pré-imaginal ¢ uma caracteristica que alguns insetos adultos
apresentam, pois, demonstram preferéncia de oviposicdo na planta em que foram
alimentados na fase larval (Lara, 1991). Foi observado a presenga de condicionamento
pré-imaginal nas cultivares Fradinho, BRS Tumucumaque ¢ Miranda, pois os insetos
preferiram ovipositar na planta hospedeira que se alimentaram antes. Sendo possivel
concluir que as fémeas de S. frugiperda preferiram ovipositar onde seus descendentes
teriam melhor condi¢do de desenvolvimento (Rigsby et al. 2014).

Insetos previamente criados no gendtipo Nioaque preferiram se
alimentar/ovipositar em dois gen6tipos, no proprio Nioaque e na cultivar Miranda.

Costa et al. (2020) relataram que a variedade crioula Juti foi a planta que apresentou
nimero maior de mecanismos de defesa ao ataque de S. frugiperda, prejudicando o
desenvolvimento do inseto. Esta pode ser uma resposta relacionada a resisténcia de
plantas de feijao-caupi ao ataque de S. frugiperda, sendo possivel dessa forma, facilitar a
selecdo de plantas com essa caracteristica de resisténcia para aumentar a eficiéncia de
programas de melhoramento genético.

E possivel que genes de resisténcias de feijao-caupi, possam ser usados em outras
cultivares, como por exemplo: o CpTI (inibidor de tripsina de feijao-fradinho) tem sido
eficiente para proteger outras espécies como por exemplos em plantas transgénicas, como
repolho Brassica campestres L. ssp. pekinensis (Brassicales: Brassicaceae) (Ma et al.
2017) e arroz, Oryza sativa L. (Cyperales: Poaceae) (Yang et al. 2011).

Conclui-se que neste trabalho a variedade crioula Nioaque ndo apresentou o
fendmeno de aprendizagem, desta forma, possivelmente, a praga tera menor pressao para
evoluir a resisténcia, no entanto, nas cultivares comerciais foi possivel detectar
aprendizagem nao associativa, inducdo de preferéncia e condicionamento pré-imaginal.
Esse resultado nos leva a crer que as plantas suscetiveis podem ser aplicadas na
agricultura como plantas-iscas, ou seja, atraentes a praga, em conjunto com uma cultura

que ja esteja no campo, pratica ja usual no MIP.
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CAPITULO II

HABITUACAO, INDUCAO DE PREFERENCIA E
CONDICIONAMENTO PRE-IMAGINAL DE Spodoptera frugiperda (J.
E. SMITH) COLETADA EM CAMPO DE MILHO E PREVIAMENTE
ALIMENTADA EM DIFERENTES GENOTIPOS DE FEIJAO-CAUPI
(Vigna unguiculata [L] WALP.)
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Resumao. Os insetos tem a capacidade de aprendizagem, e a mesma ocorre no sistema

nervoso central e pode influenciar na sele¢ao hospedeira. O fenomeno da aprendizagem
ndo associativa ocorre independentemente do estagio de desenvolvimento do inseto-
praga. O objetivo desta pesquisa foi avaliar alguns aspectos comportamentais de
Spodoptera frugiperda coletada em campo de milho (UFGD/Dourados, MS), mediante
determinagdo da habituacao, indugdo de preferéncia e condicionamento pré-imaginal
desse inseto em quatro gendtipos de feijao-caupi (genodtipo Nioaque, Fradinho, BRS
Tumucumaque ¢ Miranda) com diferentes niveis de resisténcia a praga. As seguintes
variaveis foram avaliadas: peso larval, peso pupal e emergéncia de adultos. Ocorréncia
de habituacgao e inducdo de preferéncia foram determinadas mediante testes de consumo
foliar da praga, e o condicionamento pré-imaginal foi avaliado com base no ntimero de
ovos. Em todos os experimentos, os insetos foram previamente alimentados com um dos
genotipos de feijdo-caupi. A variedade crioula Nioaque foi mais resistente em
comparagdo as cultivares comerciais Fradinho, BRS Tumucumaque e Miranda, sendo a
ultima a mais suscetivel. Insetos alimentados nas cultivares Fradinho, BRS
Tumucumaque e Miranda apresentaram indu¢do de preferéncia na fase larval. Os
resultados obtidos nesse trabalho nao foram substanciais quanto aos dados obtidos na
variedade Nioaque em relacdo ao fendmeno de aprendizagem, o que demonstra que o
inseto criado nessa variedade apresenta dificuldade para evoluir resisténcia. No entanto,
foi possivel observar aprendizagem ndo associativa, inducdo de preferéncia e
condicionamento pré-imaginal nas cultivares comerciais. Deste modo, é possivel a
aplicacdo da técnica de plantas-iscas nas quais se destacam as cultivares comerciais
Fradinho, BRS Tumucumaque e Miranda planta suscetiveis, essa técnica ja vem sendo

aplicada no MIP.

Palavras-chave: preferéncia alimentar, aprendizagem nao associativa, comportamento
de insetos, antibiose
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Abstract: Insects have the ability to learn, and learning occurs in the central nervous

system and can influence host selection. The phenomenon of non-associative learning
occurs regardless of the insect pest's developmental stage. The objective of this research
was to evaluate some behavioral aspects of Spodoptera frugiperda collected in a corn
field (UFGD/Dourados, MS), by determining habituation, preference induction and pre-
imaginal conditioning of this insect in four cowpea genotypes (Nioaque genotype,
Fradinho, BRS Tumucumaque and Miranda) with different levels of pest resistance. The
following variables were evaluated: larval weight, pupal weight and adult emergence.
Habituation occurrence and preference induction were determined by foliar consumption
tests of the pest, and pre-imaginal conditioning was evaluated based on the number of
eggs. In all experiments, the insects were previously fed with one of the cowpea
genotypes. The Creole variety Nioaque was more resistant compared to the commercial
cultivars Fradinho, BRS Tumucumaque and Miranda, the latter being the most
susceptible. Insects fed on cultivars Fradinho, BRS Tumucumaque and Miranda showed
preference induction in the larval stage. The results obtained in this work were not
substantial regarding the data obtained in the Nioaque variety in relation to the learning
phenomenon, which demonstrates that the insect created in this variety has difficulty in
developing resistance. However, it was possible to observe non-associative learning,
preference induction and pre-imaginal conditioning in commercial cultivars. Thus, it is
possible to apply the technique of bait-plants in which the commercial cultivars Fradinho,
BRS Tumucumaque and Miranda are susceptible plants, this technique has already been

applied in the MIP.

Keywords: food preference, non-associative learning, insect behavior, antibiosis
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1. INTRODUCAO

O feijdo-caupi ¢ uma planta africana, que chegou ao Brasil pelos colonizadores
portugueses, através do estado da Bahia na segunda metade do século X VI (Freire Filho,
1988). Com a distribuicao do feijao-caupi para diversas regides do pais, ficou conhecida
por feijdo-macassar e feijado-de-corda, na Regido Nordeste; feijdo de praia, feijado da
coldnia e feijao da estrada, na Regido Norte; feijao mitdo, na Regido Sul.

As pragas comprometem a producao e rendimento das plantagdes (Cardoso et al.
2017), destacando a Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), que ocorre em qualquer época
de cultivo, com ataque iniciando desde os primeiros dias apds a emergéncia, periodo esse
em que as plantulas sdo mais suscetiveis ao desfolhamento (Ribeiro, 2002). Nao existe
inseticida registrado para o controle de S. frugiperda no feijdo-caupi (MAPA, 2021),
demandando, taticas alternativas, como a resisténcia de plantas a insetos (EMBRAPA,
2006).

Em linhas gerais as plantas podem ser classificadas com sucetiveis (mais
intensamente atacada pelos insetos) e resistentes ( que sdo as que sofrem ataques menos
intensos) (Rosseto, 1973). A resisténcia aos insetos ocorre por varias estratégias que as
plantas usam para sobreviver, como desenvolver-se antes que o nimero de insetos
aumente, podem defender-se tornando se um alimento inadequado para os insetos que a
atacam; e podem sobreviver a herbivoria através da tolerdncia (Cornelissen e Fernandes,
2003; Almeida e Cortez, 2005; Cingolani et al., 2005; Macdonald e Bach, 2005).

Exitem trés tipos de resisténcia de plantas a insetos : (i) ndo preferencia (ou
antixenose), que ocorre quando a planta € menos visitada pelo inseto, onde ocorre pouca
alimentagdo e/ou oviposi¢do, nas mesmas condi¢des que outras plantas (Lara, 1991); (i1)
antibiose: os insetos que se alimentam da planta sofrem um efeito adverso no
desenvolvimento dos mesmos, como mortalidade, diminui¢cdo de peso, alteragdao na
proporcao sexual e alteragdes no tempo de vida dos insetos (Lara, 1991), pois toxinas e
inibidores de crescimento reduzem os niveis de nutrientes dos componentes vegetais
(Gullan e Cranston, 2007). (iii) tolerancia, envolve as caracteristicas das plantas,
dependendo da capacidade das mesmas de superarem o dano causado pelos insetos em
resultado da alimentac¢do (Gullan e Craston, 2007). A planta consegue suportar os ataques
dos insetos por meio da regeneragdo dos tecidos, de forma que ndo apresente queda de

producdo (Lara, 1991).
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Apos o inseto localizar o hospedeiro, precisa confirmar se o hospedeiro ¢ adequado
ou ndo para sua alimentagdo ou oviposi¢do (Dethier, 1982; Bernays e Chapman, 1994).
No entanto, a planta pode apresentar mecanismos de defesa relacionado aos fatores fisicos
como a epiderme da planta, espessura, dureza, textura, cerosidade e pilosidade (tricomas)
(Lara, 1991; Smith, 2005). As defesas quimicas das plantas que envolvem o uso de
toxinas através dos metabolitos secundarios ou alelos quimicos, que sdo coletivamente
denominados compostos anti-herbivoria, que podem ser classificados em trés sub-grupos:
compostos nitrogenados (incluindo alcaloides, glicosideos cianogénios e aminoacidos
ndo proteicos), terpendides (6leos essenciais, triterpenos, saponinas €
glicosideoscardioativos) e compostos fendlicos (ligninas, flavonoides e taninos)
(Rickleps, 2003; Carvalho et al. 2004).

A experiéncia prévia dos insetos esta relacionada a diferentes estimulos e a
diferentes etapas do comportamento em busca de hospedeiro (Laumann et al. 2011), e ao
contato anterior do inseto, podendo ser associativa e nao associativa (Papaj e Prokopy,
1989; Schoonhoven et al. 2005). Aprendizagem associativa relaciona um estimulo com
outro estimulo, resultando em um comportamento aversivo (Blackinston et al. 2008).

A aprendizagem ndo associativa envolve (1) habituacdo: que ¢ a diminui¢do da
resposta do inseto a um estimulo através da experi€ncia, por exemplo, herbivoro passa a
aceitar a se alimentar em uma planta resistente apods repetitivos contatos prévios
(Mathews e Mathews, 2010); (2) inducdo de preferéncia: ocorre quando o inseto altera
seu comportamento alimentar e volta dar preferéncia a uma planta hospedeira que se
alimentou anteriormente (Bernays e Weiss, 1996); e (3) condicionamento pré-imaginal:
ocorre quando o inseto adulto prefere ovipositar da mesma planta onde se desenvolveu
nos estagios imaturos (Barron, 2001).

Alguns genotipos de feijdo-caupi apresentam resisténcia a S. frugiperda ja
mencionada, Nioaque considerado resistente a praga devido a reducao de emergéncia e
prolongamento do periodo larva-adulto. A cultivar Fradinho classificada como
moderadamente resistente, apresentou peso larval e pupal reduzido e um prolongado
periodo de desenvolvimento larval e pupal, ao passo que as cultivares BRS
Tumucumaque e Miranda foram consideradas suscetiveis ao ataque da praga,
principalmente pelos maiores valores de peso larval e menor dura¢do de periodo larva-
pupa (Costa et al. 2019).

A hipotese inicialmente levantada pelo presente trabalho ¢ que a ocorréncia do

fendmeno de aprendizagem ndo associativa ocorre independentemente do estagio de
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desenvolvimento do inseto-praga, sustentando a hipdtese de que esse fendmeno esta
relacionado com o habito polifago da praga. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a
manifestagdo da habituacdo e da indugdo de preferéncia alimentar em larvas de S.
frugiperda coletada em campo de milho e previamente alimentada em diferentes
genotipos de feijao-caupi, bem como a ocorréncia de condicionamento pré-imaginal em

adultos da praga.

48



2. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido no Laboratério de Entomologia da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD), Mato Grosso do Sul, Brasil, sob condi¢des climéaticas
controladas: temperatura 25 + 2°C, umidade relativa 70 + 10%, e fotoperiodo 12:12 h

(luz: escuro).

2.1. Identificacio de Spodoptera frugiperda coletadas no campo

A populagdo inicial de S. frugiperda utilizada nos experimentos foi obtida a partir
da coleta de lagartas realizada em plantas de milho no campus da Universidade Federal
da Grande Dourados, as mesma estavam localizadas no cartucho da planta, o inseto estava
no Vlinstar. A identifica¢do ocorreu seguindo as seguintes caracteristicas: pontos pretos
(pinaculos) distribuidos em pares de cada lado ao longo do corpo do inseto, o ultimo
segmento abdominal apresentando quatro pontos pretos distribuidos como vértices, de

um quadrado, na cabega com suturas em forma de Y invertido (Sosa-Gdomes et al. 2014).

2.2 Semeadura de gendtipos de feijao-caupi

Foram utilizados genoétipos de feijdo-caupi com diferentes niveis de antibiose a S.
frugiperda (Costa et al. 2019), sendo gendtipo Nioaque, Fradinho, BRS Tumucumaque e
Miranda.

Assim, como no capitulo anterior esse experimento segue a mesma metodologia,
porém, com lagartas coletadas no campo.

Foram semeadas nove sementes de cada gendtipo de feijdo-caupi, em vasos
plasticos de 7 L, com substrato composto por trés partes de solo € uma parte de composto
organico (residuos de aviario). O desbaste aconteceu 10 dias apds a emergéncia das
plantas, mantendo apenas quatro plantas por vaso. Cinco vasos plasticos foram utilizados
por gendtipo na primeira semeadura, totalizando 20 plantas por gendtipo de feijao-caupi
(Figura 1). Apds sete dias, outros cinco vasos plasticos foram semeados por gendtipo,
afim de manter fornecimento continuo de alimento durante toda fase larval do inseto. As
plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo, sob condi¢des naturais de temperatura,

umidade relativa, e luminosidade, e irrigadas sempre que necessario.
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Figura 1. Semeadura do feijdo-caupi por tratamento.

2.4. Desenvolvimento de Spodoptera frugiperda

Folhas dos diferentes genotipos de feijdo-caupi foram coletadas na casa de
vegetacdo e levados ao laboratério em sacos separados por genotipos, onde foram
higienizadas em uma solugdo de hipoclorito de sédio a 0,05% por dois minutos,
enxaguadas em agua deionizada, e secas em temperatura ambiente sobre papel toalha.

Foram oferecidas as larvas de S. frugiperda neonatas com 24h, discos foliares de
feijdo-caupi de 3 cm de didmetro em recipientes plasticos transparentes, 7 cm de didmetro
x5 cm de altura, até o ultimo instar. Os recipientes plasticos foram forrados com papel

filtro umedecido com 4gua deionizada e hipoclorito de s6dio. Aos oito dias apds o inicio
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do experimento, apenas uma larva foi mantida em cada recipiente, deixando apenas as
mais ativas, folhas foram trocadas todos os dias.

As seguintes variaveis bioldgicas foram avaliadas durante o ciclo de vida do inseto,
peso (mg) de larvas de 10 dias de idade, e peso de pupas de 24 h de idade foi realizado
com balanga analitica de precisdo (modelo 2204, Bioscale, China), e nimero de adultos

emergidos.

2.4 Teste de preferéncia alimentar com chance de escolha para verificacio de
habituacio ou inducio de preferéncia

Etapa 1

Os ovos do experimento anterior, colocados pelas fémeas foram separados de
acordo com o gendtipo de feijdo-caupi que foram criados, armazenadas em recipientes
plésticos transparentes (7 cm de diametro x 5 cm de altura) forrados com papel filtro
umedecido até a eclosdo das larvas. Trés larvas neonatas (por repeticao) foram
transferidas para uma placa de Petri (15 cm de diametro) forrada com papel filtro
umedecido usando um pincel de cerdas macias. As larvas se alimentaram de folhas de
plantas de feijdo-caupi de um dos genotipos na qual foram criadas por oito dias, s6 depois
foi feito a avalia¢do da ocorréncia de habituacao ou inducdo de preferéncia mediante um

teste de preferéncia alimentar com chance de escolha.

Etapa 2

Larvas de oito dias de idade nos genotipos estudados (Etapa 1) foram separadas e
cuidadosamente transferidas com pincel de cerdas macias para placa de Petri (15 cm de
diametro) contendo uma sec¢ao foliar de 3 cm de diametro de cada gendtipo de feijao-
caupi. Quatro larvas de oito dias de idade (Boica Junior et al. 2017), criadas em um dos
quatro genotipos, foram liberadas por placas de Petri, e cada placa com quatro se¢des
foliares de forma cruzada e equidistantes dos genotipos estudados e quatro larvas de S.
frugiperda constituiram uma unidade experimental (Figura 2). Foi adotado um
delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (gendtipos) e 10

repeticdes.
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Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4
Nioaque Fradinho BRS Tumucumaque Miranda
10 repetigdes 10 repetigdes 10 repetigdes 10 repetigdes

0 e e e

Figura 2. Teste de preferéncia alimentar com chance de escolha.

2.5 Teste de Oviposi¢ao

Recipientes plasticos de 700 mL foram utilizados, com o mesmo substrato do
experimento anterior, contendo uma planta de cada gendtipo de feijdo-caupi, disposta
equidistante em gaiolas transparentes (50 cm de comprimento x 38 cm de altura) com 20
dias de idade, ap6s a emergéncia das plantas.

Todas as fémeas estavam no periodo de oviposi¢ao, o experimento teve duragao de
72h (Nogueira et al. 2019) (Figura 3). Esse procedimento se repetiu em todos os
tratamentos, de modo que dois casais de S. frugiperda fossem liberados em uma gaiola
com quatro plantas para que as fémeas pudessem escolher em qual ovipositar,

Para a identificacdo de fémeas e machos de adultos de S. frugiperda a coloragao
das asas foi determinante para a determinacdo do sexo (EPPO, 2015). Durante todo o
experimento, os casais foram alimentados com uma solucdo de mel a 10%, e a contagem

do ntimero de ovos ocorreu apos 72h.

52
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Figura 3. Teste de oviposi¢cdo com chance de escolha.
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2.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados quanto a normalidade de residuos (teste de Cramér-von
Mises) e homogeneidade de variancias (Levene 1960, SAS Institute Inc. 2003). A
emergéncia de adultos e peso de pupas ndo se adequaram aos requisitos de normalidade
de residuos e homogeneidade de variancias, e por isso foram analisados usando um teste
ndo paramétrico (Kruskal Wallis 1952). Numero de ovos ndo atenderam aos requisitos
estatisticos mencionados acima, e devido a presen¢a de muitos valores “zero”, foram
analisados usando a regressao de Poisson inflada de zero (ZIP) (Lambert 1992) usando o
software R (R Development Core Team 2021)

Em contraste, os dados que se adequaram as exigéncias estatisticas foram
submetidos a analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (o
= 0,05) usando os programas estatisticos Sisvar® 5.8 (Ferreira, 2000) ¢ R (R
Development Core Team 2021).
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3. RESULTADOS
3.1. Desenvolvimento de S. frugiperda

As larvas de S. frugiperda tiveram um peso trés vezes menor quando alimentadas
com folhas da variedade crioula Nioaque (F=67,111; gl=3, 116; p<0,0001), comparadas
as larvas criadas nas cultivares comerciais Fradinho, BRS Tumucumaque e Miranda

(Figura 4). 25 4

20 A

a
b
15 1 b
10 4
c
N
0

Nioaque Fradinho BES Tumucumaque Miranda
Genotipos de feijdo-caupi

Peso de lagartas (mg)

Figura 4. Peso de larvas (média + erro padrao) de Spodoptera frugiperda do campo com
10 dias de idade, alimentadas em diferentes genotipos de feijao-caupi. Letras diferentes
acima das barras indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (a = 0,05).

As pupas de S. frugiperda tiveram um peso menor quando as lagartas foram criadas
na variedade crioula Nioaque, (F=11,195; gl=3, 71; p<0,0001), comparadas com pupas

criadas nas cultivares Fradinho, BRS Tumucumaque ¢ Miranda (Figura 5).
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Figura 5. Peso de pupas (média £+ erro padrao) de Spodoptera frugiperda do campo,
criadas em diferentes gendtipos de feijdo-caupi. Letras diferentes acima das barras
indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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A emergéncia de adultos de S. frugiperda foi similar ao comparar a variedade crioula
Nioaque com as cultivares comerciais BRS Tumucumaque, Fradinho e Miranda

(H=0.755; gl=3, 20; p =0,532) (Figura 6).
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Figura 6. Emergéncia de adultos (média + erro padrdo) de Spodoptera frugiperda do
campo, alimentadas na fase larval em diferentes gendtipos de feijdo-caupi. Letras iguais
acima das barras ndo indicam diferengas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis (o =
0,05).

3.2. Teste de preferéncia alimentar com chance de escolha

Larvas de S. frugiperda descendentes de individuos criados na variedade Nioaque
demonstraram preferéncia alimentar pela variedade Nioaque e pela cultivar Miranda (F=
38,511; gl=3, 116; p<0,0001), diferindo significativamente das cultivares BRS
Tumucumaque, Fradinho as quais foram menos consumidas pela praga (Figura 7A).

Larvas de S. frugiperda descendentes de individuos criados na cultivar Fradinho
demonstraram preferéncia alimentar pela cultivar Fradinho e Miranda (F=75,666; gl=3,
116; p<0,0001), diferindo significativamente da variedade Nioaque e da cultivar BRS
Tumucumaque (Figura 7B).

Larvas de S. frugiperda descendentes de individuos criados na cultivar BRS
Tumucumaque demonstraram preferéncia alimentar pela cultivar BRS Tumucumaque
(F=288,266; gl=3, 116; p< 0,0001), diferindo significativamente da variedade Nioaque,
e das cultivares Fradinho e Miranda (Figura 7C).

Larvas de S. frugiperda descendentes de individuos criados na cultivar Miranda

demonstraram preferéncia alimentar pela cultivar Miranda (F=108,71; gl=3, 116;
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p<0,0001), diferindo significativamente da variedade Nioaque, e das cultivares Fradinho

e BRS Tumucumaque (Figura 7D).
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Figura 7. Consumo foliar (média + erro padrdao) de Spodoptera frugiperda em quatro
diferentes genotipos de feijdo-caupi, apds alimentagdo larval por 24h. Letras diferentes
acima das barras indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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3.3. Aspectos bioldgicos da segunda geracio e teste de Oviposicao

As larvas de S. frugiperda tiveram um peso trés vezes menor quando alimentadas
com folhas da variedade crioula Nioaque (F=31,878; gl=3, 116; p<0,0001), comparadas
com larvas criadas na cultivar Miranda, havendo diferencas entre Nioaque e Fradinho,

entre Fradinho e Miranda (Figura 8).
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Figura 8. Peso de larvas (média + erro padrdo) de Spodoptera frugiperda do campo com
10 dias de idade, alimentadas em diferentes genotipos de feijdo-caupi. Letras diferentes
acima das barras indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (a = 0,05).

As pupas de S. frugiperda tiveram peso menor quando alimentadas no gendtipo
Nioaque, Fradinho BRS Tumucumaque diferindo do Miranda (F =67,111; gl =3,116; p<
0, 0001) (Figura 9).

160
a

140 - b ab ab

—_ 120 -

=t

—

100

vy

g,

S

a,

5 60

[=]

& 40

o
20 A
0

Nicaque Fradinho  BRS Tumucumaque — Miranda
Genotipos de feijao-caupi

Figura 9. Peso de pupas (média + erro padrao) de Spodoptera frugiperda do campo 2°
geracdo, criadas em diferentes genotipos de feijdo-caupi. Letras diferentes acima das
barras indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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A emergéncia de S. frugiperda foi similar ao comparar a variedade crioula Nioaque
com as cultivares Fradinho, BRS Tumucumaque e Miranda (H=0,188; gl=3,201;
p<0,902), (Figura 10).
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Figura 10. Emergéncia de adultos (média + erro padrdo) de Spodoptera frugiperda do

campo, 2° geragdo criadas em diferentes gendtipos de feijdo-caupi. Letras iguais acima
das barras nao indicam diferengas significativas pelo teste de Kruskal-Wallis (a = 0,05).

Fémeas de S. frugiperda, que foram alimentadas na fase larval com folhas da
variedade Nioaque, preferiram ovipositar na variedade Nioaque, diferindo
significativamente das cultivares Fradinho e BRS Tumucumaque (>=25,933; gl=3,122;
p<0,0001). Contudo, o nimero de ovos colocados por esses insetos na variedade Nioaque
nao diferiu do numero de ovos colocados na cultivar Miranda (Figura 8A). Além disso, o
nimero de ovos encontrado na cultivar Miranda ndo diferiu-se do Fradinho. (Figura 11A).

Fémeas de S. frugiperda, que foram alimentadas na fase larval com folhas da
cultivar ~ Fradinho, preferiram ovipositar na cultivar Fradinho, diferindo
significativamente da variedade Nioaque ¢ BRS Tumucumaque (y*=51,451; gl=3,121;
p<0,0001). Contudo, o nimero de ovos na cultivar Fradinho ndo diferiu do nimero de
ovos colocados na cultivar Miranda (Figura 11B).

Fémeas de S. frugiperda, que foram alimentadas na fase larval com folhas da
cultivar BRS Tumucumaque, preferiram ovipositar na cultivar BRS Tumucumaque,
diferindo significativamente da variedade Nioaque e das cultivares Fradinho e Miranda
(*=71,592; gl=3,121; p<0,0001). Além disso, o nimero de ovos encontrado na cultivar
Miranda e Fradinho foi superior ao nimero de ovos registrado na variedade Nioaque

(Figura 11C).
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Fémeas de S. frugiperda, que foram alimentadas na fase larval com folhas da
cultivar Miranda, preferiram ovipositar na cultivar Miranda, diferindo significativamente
da variedade Nioaque e das cultivares Fradinho e BRS Tumucumaque (*=97.551; gl=3,
121; p<0.0001) sendo o numero de ovos da cultivar BRS Tumucumaque maior que do
Fradinho e da variedade Nioaque, ¢ a cultivar Fradinho teve oviposicao superior ao da

variedade Nioaque (Figura 11D).
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Figura 11. Numeros de ovos (média = erro padrao) de Spodoptera frugiperda depositados
por planta de diferentes genotipos de feijdo-caupi. Letras diferentes acima das barras
indicam diferencgas significativas pelo teste de Tukey (a = 0,05) (zero inflado Poisson
regressao).
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4. DISCUSSAO

A experiéncia prévia dos insetos em plantas hospedeiras afetam o comportamento
do mesmo, alterando sua preferéncia alimentar, ocorrendo ou ndo a habituacdao ¢ a
indugdo de preferéncia. A habituagcdo ¢ a perda gradativa da resposta do inseto a um
estimulo, pelo contato repetitivo, ao passo que a inducdo de preferéncia ¢ caracterizada
pela mudanga no comportamento regular do inseto, de forma que ele tende a preferir se
alimentar da planta na qual ja tinha tido algum contato prévio (Bernays e Chapman 1994;
Schoonhoven et al. 2005).

As larvas de S. frugiperda da primeira geragdo alimentadas na variedade crioula
Nioaque apresentaram menor peso, o que pode ser decorrente de uma menor adequagao
alimentar da planta para o inseto, apresentando algum nivel de resisténcia, por provaveis
compostos quimicos que conferem a resisténcia ao inseto (Silveira et al. 1997; Almeida
et al. 2017). Em relacdo aos pesos de larvas, as cultivares Fradinho, BRS Tumucumaque
e Miranda s3o consideradas suscetiveis a praga.

O peso de pupas da primeira geragdo demonstrou novamente as diferencas
significativas entres os genotipos de feijdo-caupi, pois as pupas alimentadas na variedade
crioula Nioaque exibiram um baixo peso comparada com os demais genotipos de feijao-
caupi. O baixo peso pode ser devido a antibiose, sendo esse um efeito adverso da planta
sobre o desenvolvimento do inseto, sendo essa uma das alteragcdes que existe quando
ocorre a antibiose (Lara, 1991). Os mecanismos que conferem antibiose sdo as toxinas,
inibidores de crescimento, reducdo dos niveis de nutrientes ¢ altas concentracdes de
componentes vegetais indigeriveis (Gullan e Craston, 2007). A emergéncia de adultos
nao demostrou diferencgas significativas entre os genotipos.

No teste com chance de escolha, larvas de S. frugiperda preferiram se alimentar dos
gendtipos nos quais foram criadas, incluindo os insetos que se alimentaram nos genotipos
mais resistentes, a variedade crioula Nioaque e a cultivar Fradinho, ocorrendo assim o
fendmeno de habituacao. Larvas criadas nas cultivares comerciais BRS Tumucumaque e
Miranda, classificadas como suscetiveis a S. frugiperda, preferiram se alimentar das
mesmas no teste com chance de escolha, ocorrendo o fendmeno de inducdo de
preferéncia. Os insetos sdo capazes de escolher o hospedeiro a distancia, utilizando o
olfato e a visdo, ou pode selecionar o hospedeiro através do contato. Esse processo ocorre
no sistema nervoso central, por meio de insumos sensoriais, semioquimicas: olfativas ou

gustativas; fisicas: pela cor, forma e textura da planta. As combinacdes de entradas

63



sensoriais da planta podem ser reconhecidas pelo hospedeiro como atrativa ou repulsiva
(Bruce et al. 2005).

Larvas de S. frugiperda da segunda geracdo criadas nos genotipos resistentes,
variedade Nioaque e a cultivar Fradinho, apresentaram menor peso larval, enquanto as
larvas alimentadas nas cultivares suscetiveis BRS Tumucumaque e Miranda
apresentaram o maior peso. O peso de pupas demonstrou diferengas significativas entre
os diferentes gendtipos de feijdo-caupi, isso ocorre quando a quantidade de alimento
digerido ¢ menor, e consequentemente o peso do inseto também ¢ menor (Hemati et al.
2012), diferindo assim da emergéncia de adultos que nao houve diferencas significativas.
Essa falta de diferenca significativa pode estar relacionada com a capacidade de
conversao de alimento que ¢ assimilado na fase larval (Rosa et al. 2012).

Condicionamento pré-imaginal ¢ uma caracteristica que alguns insetos adultos
apresentam, pois, demonstram preferéncia de oviposi¢ao na planta em que foram
alimentados na fase larval (Lara, 1991). Foi observado a presenga de condicionamento
pré-imaginal nas cultivares Fradinho, BRS Tumucumaque e Miranda, pois os insetos
preferiram ovipositar na planta hospedeira que se alimentaram antes. Assim, € possivel
concluir que as fémeas de S. frugiperda preferiram ovipositar onde seus descendentes
terdo melhor condicdo de desenvolvimento (Rigsby et al. 2014). Ocorrendo o mesmo com
a variedade Nioaque foi a planta que as fémeas preferiram ovipositar, sendo elas
previamente criadas nesta variedade, e também demonstraram preferéncia pela cultivar
Miranda.

Os resultados obtidos nesse trabalho quanto aos dados da variedade Nioaque
demonstram que o inseto criado nessa variedade apresenta dificuldade para evoluir
resisténcia, no entanto variedades de plantas desenvolveram mecanismos de defesa e se
tornaram resistentes ou tolerantes. Deste modo, ¢ possivel a aplicacdo da técnica da
planta repelente aos insetos, sendo conhecidas como plantas repelentes que tem como
vantagem baixo custo e impacto cumulativo sobre a praga com o minimo dano ambiental.
Foi possivel observar aprendizagem ndo associativa, indu¢do de preferéncia e

condicionamento pré-imaginal nas cultivares comerciais.

64



5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALMEIDA-CORTEZ, J. S. Herbivoria e mecanismos de defesa vegetal. In:
NOGUEIRA, R. J. M. C.; ARAUJO, E. L.; WILLADINO, L. G.; CALVALCANTE, U.
M. T. (eds.). Estresses ambientais: danos e beneficios em plantas. Recife:
UFRPE/Imprensa Universitaria, p.389-396, 2005.

ALMEIDA, A. C. S.; SILVA, C. L. T.; PAIVA, L. A.; ARAUJO, M. S; JESUS, F. G.
Antibiosis in soybean cultivars to Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae).
Florida Entomologist, v. 100, n. 2, p. 334-338, 2017.

BARRON, A. B. The life and death of hopkins” host selection principle. Journal of
Insect Behaviour, 14, 725-737, 2001.

BERNAYS, E. A.; CHAPMAN, R. E. Behavior: the process of host-plant selection.
Host-plant selection by phytophagous insects, p. 95-165, 1994.

BERNAYS, E. A; CHAPMAN, R.F. Host-plant selection by phytophagous insects.
Nova lorque: Chapman e Hall, 1994.

BERNAYS, E.A. M.R. WEISS. Induce food preferences in caterpillars: the need to
identify mechanisms. Enfomologia Experimentalis et Applicata, Dordrecht, 78:1-8,
1996.

BLACKISTON, D. J.; CASEY, E. S. & WEISS, M. R. Retention of memory through
metamorphosis: Can a moth remember what it learned as a caterpillar? Plos One,
3,el736,2008.

BOICA JUNIOR, A. L., SOUZA, B. H., COSTA, E. N., PAIVA, L. B. Influence of fall
armyworm previous experience with soybean genotypes on larval feeding behavior.
Arthropod-Plant Interactions, 11(1), 89-97, 2017.

BRUCE, T. J. A.; WADHAMS, L. J.; WOODCOCK, C. M. Insect host location: a
volatile situation. Trends in Plant Science, v. 10, n. 6, p. 269-274. 2005.

CARDOSO, M.J.; BASTOS, E.A.; ANDRADE J., ADERSON, S. de.; ATHAYDE
SOBRINHO, C. Feijao-caupi: O produtor pergunta, a Embrapa responde. Brasilia:
Embrapa, 250p, 2017.

CINGOLANI, A. M.; POSSE, G.; COLLANTES, M. B. Plant functional traits,

herbivore selectivity and response to sheep grazing in Patagonian steppe grasslands.
Journal of Applied Ecology, v. 42, p. 50-59, 2005.

65



CORNELISSEN, T. G.; FERNANDES, W. Insetos herbivoros e plantas de inimigos a
parceiros? Ciéncia Hoje, v. 32, p. 24-30, 2003.

COSTA, E. N., EVANGELISTA, B. M. D., E FERNANDES, M. G. Antibiosis levels to
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) in cowpea commercial cultivars
and landrace varieties. Journal of economic entomology, 112(4), 1941-1945, 2019.

COSTA, E. N, MARTINS, L. O., REIS, L. C., FERNANDES, M. G., E DE PAULA
QUINTAO SCALON, S. Resistance of Cowpea Genotypes to Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) and Its Relationship to Resistance-Related
Enzymes. Journal of Economic Entomology, 113(5), 2521-2529, 2020.

DETHIER, V. G. Mechanism of host-plant recognition. Enfomologia experimentalis et
applicata, v. 31, n. 1, p. 49-56, 1982.

DO VALE, J.C.; BERTINI, C.; BOREM, A. Feijao-caupi: do plantio a colheita.
Editora UFV, 267p, 2017.

EPPO. Spodoptera littoralis, Spodoptera litura, Spodoptera frugiperda, Spodoptera
eridania. OEPP/EPPO Bull. 45: 410444, 2015.

FERREIRA, D. F. Manual do sistema Sisvar para analises estatisticas, 2000.

FREIRE FILHO, FR de. Origem, evoluciao e domesticacao do caupi. Embrapa Meio-
Norte-Capitulo em livro cientifico, 1988.

GULLAN, P. J; CRASNTON, P. S. Os insetos: um resumo em entomologia. 3 ed. Sdo
Paulo: ROCA, 440p, 2007.

HEMATI, S. A.; NASERI, B.; GANBALANI, G. N.; DASTJERDI, H. R
GOLIZADEH, A. Effect of different host plants on nutritional indices of the Pod
Borer, Helicoverpa armigera. Journal of Insect Science, v. 12, n. 55, p. 1-15, 2012.

KRUSKAL, W. H. W. A. WALLIS. Use of ranks in one criterion variance analysis. J.
American Statistical Associationd7: 583-621, 1952.

LAMBERT, D. Zero-inflated Poisson regression, with an application to defects in
manufacturing. Technometrics. 34: 1-14, 1992.

LARA, F. M. Principios de resisténcia de plantas a insetos, 1991.

LAUMANN, R. A, AQUINO, M. F. S; MORAES, M.C.B, PAREJA, M; BORGES, M.
Response of the Egg Parasitoids Trissolcus basalis and Telenomus podisi to
Compounds from Defensive Secretions of Stink Bugs. Journal of Chemical Ecology
35:8-19, 20009.

66



MACDONALD, K. P.; BACH, C. E. Resistance and tolerance to herbivory in Salix
cordata are affected by different environmental factors. Ecological Entomology, v.
30, p. 581-589, 2005.

MATHEWS RW, MATHEWS, JR. Insect behavior, 2nd edn. Springer, New York,
2010.

MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO (MAPA).
2021. Agrofit. http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons

MIRANDA. J. E. Manejo integrado de pragas do algodoeiro no cerrado brasileiro.
Embrapa Algodao-Circular Técnica INFOTECA-E), 2006.

NAKANO, O. Entomologia Econoémica. 2 ed. Piracicaba: ESALQ/USP. 2011. 464P.
Revista Caatinga Mossoro, v. 27, n. 3, p. 239 — 246, jul. — set., 2014.

NOGUEIRA, L., E.N. COSTA, M. M. DI BELLO, J. F. S. DINIZ, Z. A. RIBEIRO, AND
A. L. BOICA JUNIOR. Oviposition preference and antibiosis to Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) in Brazilian maize landraces Journal of
Economic Entomology. 112: 939-947, 2019.

PAPAJ, D. R. E PROKOPY, R. J. Ecological and evolutionary aspects of learning in
phytophagous insects. Annual Review of Entomology, 34, 315-359, 1989.

R Core Team. R: a language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, AT, 2021.

RIBEIRO, VALDENIR QUEIROZ. Cultivo do feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp). Embrapa Meio-Norte-Sistema de Produg¢dao (INFOTECA-E), 2002.

RIGSBY, C. M, V. MUILENBURG, T. TARPEY, D. A. HERMS, D. CIPOLLINI.
Oviposition preferences of Agrilus planipennis (Coleoptera: Buprestidae) for
different ash species support the mother knows best hypothesis. Annals of the
Entomological Society of America 107: 773-781, 2014.

ROSA, A. P. A.;; TRECHA, C. O.; ALVES, A. C.; GARCIA, L.; GONCALVES, V. P.
Biologia e tabela de vida de fertilidade de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) em
linhagens de milho. Arquivos do Instituto Biologico, v. 79, n. 1, p. 39-45, 2012.

ROSSETTO, C. J. Resisténcia de plantas a insetos. Piracicaba: ESALQ, 1973.

SAS Institute. Version 9.0 [computer program]. SAS Institute, Cary, NC, 2003.

67


http://agrofit.agricultura.gov.br/agrofit_cons/principal_agrofit_cons

SCHOONHOVEN, L. M.; VAN LOON, J. J. A. E DICKE, M. Insect-Plant Biology.
Oxford University Press, 2005.

SCHOONHOVEN, L.M; JERMY, T; VAN LOON, J.J.A. Host-plant selection: Way
insects do no behave normally. New lorque: Chapman e Hall, 1998.

SILVEIRA, L. C. P.; VENDRAMIM, J. D.; ROSSETTO, C. J. Efeito de genétipos de
milho no desenvolvimento de Spodoptera fiugiperda (J. E. Smith). Anais da Sociedade
Entomologica do Brasil, v. 26, n. 2, p. 291-298, 1997.

SMITH, CM. Plant resistance to arthropods: molecular and conventional
approaches. Springer, Dordrecht, 2005.

SOSA-GOMEZ, D. R., CORREA-FERREIRA, B. S., HOFFMANN-CAMPO, C. B.,
CORSO, 1. C., OLIVEIRA, L. J,, MOSCARDI, F., ROGGIA, S. Manual de
identificacio de insetos e outros invertebrados da cultura da soja. Embrapa Soja-
Documentos (INFOTECA-E), 2014.

SOUZA, B. H. S. D. Fatores e mecanismos que influenciam a resisténcia em soja a
Anticarsia gemmatalis Hiibner e Spodoptera frugiperda (J. E. Smith). 164 f. Tese
(Doutorado)-Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, Jaboticabal, 2014.

CONCLUSAO GERAL

Este trabalho fornece informacdes a respeito da aprendizagem de Spodoptera
frugiperda com populagdes originarias do campo e laboratorio, e como ela influéncia na
tomada de decisdo para alimentacdo e oviposi¢do de insetos criados em diferentes
genotipos de feijao-caupi,

Devido alguns aspectos comportamentais de S. frugiperda foi possivel determinar
se o fendmeno de aprendizagem ndo associativa tenha ocorrido em diferentes gendtipos
de feijao-caupi.

A variedade crioula Nioaque foi a mais resistente ao ataque da praga, enquanto as
cultivares comerciais Fradinho e BRS Tumucumaque foram classificadas como
suscetivel a S. frugiperda, e a cultivar Miranda foi considerada altamente suscetivel nos

dois experimentos com as lagartas do campo e de laboratorio.
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Lagartas originarias de laboratorio e do campo de milho preferiram se alimentar,
dos gendtipos em que foram previamente criados, independentemente do nivel de
resisténcia do feijado-caupi, ocorrendo assim o fendmeno de habituagao.

Insetos alimentados nas cultivares BRS Tumucumaque e Miranda apresentaram
indugdo de preferéncia na fase larval.

O condicionamento pré-imaginal foi observado nas cultivares Fradinho, BRS
Tumucumaque e Miranda, nos dois experimentos. Nesses experimentos os resultados ndo
foram consistentes para determinar a presenca de aprendizagem na variedade Nioaque,
ou seja, a praga tera dificuldade para evoluir a resisténcia para essa variedade. Nas
cultivares comerciais os insetos demonstram aprendizagem nao associativa, indugdo de
preferéncia ou condicionamento pré-imaginal, podendo as mesmas ser utilizadas como

plantas-iscas, pratica muito util em MIP.
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