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Resumo

MARCELLOS, Rebeca Leal, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
setembro de 2013. Quantificagao de compostos extraidos de gladulas
secretoras de feromoénio sexual de populacoes de Spodoptera
frugiperda susceptiveis e resistentes a Bacillus thuringiensis
Orientador: Evaldo Ferreira Vilela. Co-orientadores: Angelo Pallini Filho,
Eliseu José Guedes Pereira e Eraldo Rodrigues de Lima.

A lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda, é uma espécie
polifaga que infestam inimeras plantas em todo o Ocidente e é considerada
uma praga chave desta cultura, onde causa perdas significativas. O controle
da populagao deste inseto ¢é realizado com o uso de culturas transgénicas.
Tais plantas codificam a expressao de proteinas Bt, oriundas da bactéria
Bacillus thuringiensis, tem adquirido importancia ao longo dos anos para
o manejo de lepidépteros-praga, por conferir alto padrao de resisténcia da
planta a algumas espécies de insetos. Feromonios sexuais sao moduladores
do acasalamento em muitas espécies de insetos, possuindo canais especificos
para a comunicacao da espécie. Neste trabalho, avaliou-se a composicao
das glandulas produtoras de feromonio da lagarta-do-cartucho em duas
populagoes (susceptiveis e resistentes a Bt) e a preferéncia de acasalamento
de machos de ambas as populagoes. Com base nos resultados das anélises
estatisticas, nao foi observado preferéncia de acasalamento dos machos em

relacao as fémeas susceptiveis ou resistentes a Bt, e também nao foi detectado
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diferenca na variabilidade e concentragao do composto 7Z9-14: Ac entre as
populacoes. Na populagao susceptivel foi verificado poucas vezes o composto
711-16: Ac, contudo, quando o composto foi diagnosticado, ele nao diferiu
da concentracao encontrada na populacao resistente. Houve uma correlagao

positiva significativa entre as concentragoes de Z9-14: Ac e Z11-16: Ac.
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Abstract

MARCELLOS, Rebeca Leal, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa,
september of 2013. Quantification of compounds extracted from
sex pheromone secretory glands of Spodoptera frugiperda from

populations susceptible and resistant to Bacillus thuringiensis
Adviser: Evaldo Ferreira Vilela. Co-Advisers: Angelo Pallini Filho, Eliseu
José Guedes Pereira and Eraldo Rodrigues de Lima.

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda, is a polyphagous species that
infest many plants throughout the Occident and is considered a key pest of
this crop, causing significant losses. The population control of this insect is
held with the use of transgenic crops. Such plants encoding the expression
of Bt proteins, derived from the bacterium Bacillus thuringiensis, has been
acquiring importance over the years for the management of lepidopteran
pests, by giving high standard of plant resistance to some insects. Sex
pheromones are modulators of mating in many species of insects, which
have specific channels for this kind of communication. In this work, the
composition of the pheromone-producing glands of the fall armyworm in
two populations (one susceptible and one resistant to Bt crops) and mating
preference for males of both populations were evaluated. There was no
mating preference of males by susceptible or resistant females, and it was not
detected differences in the concentration of the major pheromone compound

79-14: Ac between populations. In the susceptible population, the minor
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compound Z11-16: Ac was not observed so often. However, when it was
present, it was not different from the concentration found in the resistant

population. There was a significant correlation between the concentrations
of Z9-14: Ac and Z11-16: Ac.



1 Introducao

As espécies do género Spodoptera sao largamente disseminadas no mundo
e das 30 espécies descritas, metade é considerada praga de variadas culturas
de importancia econoémica (Pogue, 2002). Dentre elas, a lagarta-do-
cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), é uma espécie polifaga que infesta aproximadamente 186 plantas
em todo o Hemisfério Ocidental (Casmuz et al., 2010), incluindo muitas
culturas agricolas (Sparks, 1979; Andrews, 1980; Bentancourt & Scatoni.,
1996), tais como o algoddo, soja, cana-de-agicar, aveia, cevada e milheto
(Gallo et al., 2002; Pogue, 2002; Capinera, 2008), sendo considerada uma
praga importante de plantas da familia Poaceae (gramineas), como milho,
arroz, trigo, entre outras (Cruz, 1995; Busato et al., 2002; Capinera, 2008).

O centro de origem desta espécie sao as regides de clima quente (tropical-
subtropical) do continente americano, incluindo as ilhas do Caribe (Bertels,
1970; Mitchell, 1979; Sparks, 1979; Pair et al., 1986; Raulston et al., 1986;
Pedigo, 1989). Apesar de ser endémica de regides mais quentes, esta espécie
atinge regioes frias, como Estados Unidos e Canadd (Wiseman et al., 1966;
Mitchell, 1979; Maund, 1995), sobrevivendo nas regides tropicais do sul da
Florida e Texas, durante o inverno, e migrando a partir destes locais durante
a primavera, verao e outono, podendo se deslocar a grandes distancias. Na
Argentina e Chile, a espécie é verificada até mesmo nos meses de inverno
(Juérez et al., 2012). Sendo uma espécie que nao realiza diapausa, em zonas
temperadas e frias comporta-se como uma praga sazonal (Pair et al., 1991).

A fémea de S. frugiperda deposita de 1500 a 2000 ovos em “massas”
de coloracao palha na parte superior das folhas. Apds trés dias de

desenvolvimento embriondrio, as lagartas emergem e passam a alimentar-



se realizando raspagem das folhas mais tenras. FEstas lagartas possuem
coloracao que varia de verde até quase preta, com trés linhas longitudinais
branco-amareladas na parte dorsal do corpo. O periodo larval pode durar
de 12 a 30 dias, alterando com as condigoes climaticas. As pupas possuem
coloracao marrom-avermelhada e sao encontradas no solo, com periodo pupal
variando entre 8 e 25 dias. Os adultos possuem cerca de 35 milimetros
de envergadura, com asas anteriores pardo escuras e posteriores branco
acinzentadas (Gallo et al., 2002).

O registro do primeiro grande surto de S. frugiperda na histéria ocorreu
em 1899, quando uma grande parte dos EUA foi invadida pela lagarta-militar,
gerando severos danos em milho, feijao, arroz, sorgo e trigo. Mais tarde
esta praga foi encontrada acarretando graves injurias em aveia, algodao e
pastagens. Ja no Brasil, o primeiro surto foi relatado em 1964, com enormes
danos em milho, arroz e pastagens (Cruz, 1995).

No Brasil, um fator que coopera para a dificuldade do manejo de S.
frugiperda é a grande oferta de culturas alternativas onde o inseto pode se
alimentar ao longo do ano, seja com sucessao de culturas, como milho ou soja
no verao, ou milho ou sorgo na “safrinha” (Barros et al., 2010). Além disso,
o plantio em areas préximas de diferentes culturas com fenologias distintas,
como € o caso da soja, do milho e do algodao, cultivados durante o verao,
além de plantas de cobertura na entressafra, como o milheto, pode beneficiar
o movimento de S. frugiperda entre os cultivos (Nagoshi, 2009).

Uma alternativa para o manejo deste inseto é o controle biolégico, que
pode ser feito com o uso racional de entomopatdégenos, que constituem os
componentes ativos dos bioinseticidas ou inseticidas biolégicos.

Entre os bioinseticidas, a bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner, 1911)
(Bt) é a mais utilizada, correspondendo a aproximadamente 90% do mercado
mundial de bioinseticidas (Vilas-Boas et al., 2007), sendo os maiores
produtores de bioinseticidas a base de B. thuringiensis os Estados Unidos e
Canadé, respondendo por cerca de 50% da produgao mundial (Tamez-Guerra
et al., 2001).



B. thuringiensis é uma bactéria do solo que foi isolada a partir de lagartas
mortas da traga-da-farinha, Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae),
na provincia de Thuringia, Alemanha. No entanto, esta nao foi a primeira vez
que o bacilo foi isolado: em 1901, no Japao, o biélogo Sotto Ishiwata ja havia
isolado uma bactéria a partir de Bombyz mori (Lepidoptera: Bombycidae),
que foi denominada de B. sotto Ishiwata, sendo descrita como o agente causal
da “sotto disease”, que posteriormente se soube tratar também uma subspécie
de B. thuringiensis (Glare & Ocallaghan, 2000).

B. thuringiensis se distingue de outras espécies do mesmo género devido a
presenca intracelular de um cristal protéico, produzido durante a esporulacao
e descoberto somente em 1953 por Hannay (Habib & Andrade, 1998; Glare
& Ocallaghan, 2000; Moraes et al., 2001; Vilas-Boas et al., 2007). A
atividade entomopatogeénica de Bt é devida a estes cristais, sendo letal para
varias espécies das ordens Lepidoptera, Diptera e Coleoptera. Entretanto,
existem subespécies de B. thuringiensis que sao téxicas contra insetos das
ordens Hymenoptera, Hemiptera, Orthoptera, Phthiraphera, além de alguns
nematoides, protozodrios e acaros (Feitelson, 1994; Edwards et al., 1998;
Glare & Ocallaghan, 2000; Brar et al., 2006).

Desde a década de 1920, produtores utilizam B. thuringiensis como
estratégia para manejo de insetos na agricultura. Formulagoes comerciais
de Bt sao utilizadas para o controle biolégico de pragas em muitas culturas,
especialmente na agricultura organica. A comercializacdo do primeiro
produto a base de B. thuringiensis foi iniciada em 1938 na Franca, com
o nome de “Sporeine” (Weiser, 1986; Polanczyk & Alves, 2003; Capalbo
et al., 2004; Brar et al., 2006). Nos anos 50, inseticidas bioldgicos a base
de Bt passaram a ser produzidos comercialmente na Russia, Checoslovaquia,
Alemanha e Estados Unidos (Martins, 2005). Essa bactéria tem alta
especificidade e é relativamente segura para organismos nao alvo. Contudo,
possui limitagoes quanto a persisténcia no ambiente e eficiéncia (Vaeck et al.,
1987).



As limitagoes no uso de B. thuringiensis motivaram o desenvolvimento de
culturas geneticamente modificadas que expressem as toxinas oriundas do Bt,
através da incorporacao de genes responsaveis pela expressao destas proteinas
inseticidas em espécies de plantas cultivadas. As primeiras plantas Bt foram
produzidas nos Estados Unidos na década de 90 (Maia, 2003). As plantas
Bt, devido aos bons resultados no manejo dos insetos-alvo, na redugao do
uso de inseticidas quimicos e seguranca ambiental (Betz et al., 2000; Ferré
& Rie, 2002; Maagd, 2003), sao consideradas uma das mais bem sucedidas
inovagoes biotecnologias recentes (Ferré et al., 2008; Sena et al., 2009).

Diversas cultivares de milho-Bt sao plantadas em todo o mundo. A
maioria delas expressam a proteina Cryl e Cry 2 para controle de lepidépteros
(Ferré et al., 2008) e Cry3 para controle de coleépteros-praga (Christou et al.,
2006).

O milho geneticamente modificado, resistente a insetos, originalmente foi
desenvolvido para o controle de O. nubilalis, praga de grande importancia nos
EUA, que causa injurias no colmo do milho. As lagartas ao se alimentarem
do tecido foliar de plantas geneticamente modificadas, ingerem a proteina Bt,
causando a mortandade dos insetos, antes que os mesmos consigam causar
danos economicos a cultura (Gill et al., 1992; Pietrantonio et al., 1993; Gill,
1995). No Brasil, a liberacao da comercializagao do milho transgénico pela
Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) ocorreu em 2007.

Uma grande ameaca a ampla adocao das culturas Bt é o surgimento da
resisténcia dos insetos, devido a forte pressao de selecao que é imposta na
populagao-alvo (Ferré & Rie, 2002). Ao fazer opgao pelo plantio de cultivares
milho-Bt, deve-se realizar o plantio de uma &drea de refigio de 5 a 10%, da
area total de milho plantada na propriedade, com milho convencional. O
refigio devera ser plantado, no maximo a 800 m da lavoura de milho e é
recomendada pela Comissao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio),
para reduzir a chance de selecao de racas de lagartas resistentes as toxinas
do Bt (Cruz, 2012).



O potencial de resisténcia das pragas alvo é um dos principais riscos
ambientais associados as culturas inseticidas, que ocorre em resposta a
selecao natural imposta pelos métodos de controle, restringindo sua eficacia
e viabilidade em longo prazo (Hawthorne, 1998). Mais de 500 espécies de
insetos se tornaram resistentes a inseticidas convencionais e alguns insetos
tém sido reconhecidos por apresentarem resisténcia a cepas de Bt apds
repetidas aplicagoes das toxinas Cry, tanto em campo quanto em laboratério
(Higuchi et al., 2007; Pinheiro, 2013).

O desenvolvimento da resisténcia a toxinas Bt expressas em plantas
transgénicas é um processo regido por um grande numero de fatores que
interagem entre si e sao relacionados a caracteristicas do material genético
da planta transgénica, a bioecologia e genética da praga alvo, ao manejo
da cultura e ao ambiente da regiao de cultivo. Esses fatores podem ser
classificados como genéticos, bioecolégicos e operacionais (Pinheiro, 2013).

O mecanismo mais frequente de resisténcia as toxinas de B. thuringiensis
¢ a reducao da ligacao da toxina as células do trato digestorio do inseto,
que em diferentes espécies resistentes incluem mutagoes nos receptores das
toxinas Cry ou mutagoes no transportador ABCC2 (Herrero et al., 2005;
Gahan et al., 2010; Jurat-Fuentes et al., 2011; Baxter et al., 2011).

A tolerancia de S. frugiperda a toxina CrylAb tem aumentado ao longo do
tempo, com mortalidade decrescente de 96.66 a 76.66%, variando ao longo
da fenologia do milho (DePolania et al., 2009). Tem sido evidenciada a
resisténcia cruzada entre a toxina CrylAa, presente em algodao transgénico,
e CrylAb, presente em milho. Essas proteinas interagem com os mesmos
receptores da membrana do intestino médio das lagartas (Monnerat & Bravo,
2000).

Devido a menor susceptibilidade da lagarta do cartucho para as toxinas
bacterianas expressas pelo B. thuringiensis (Garczynski et al., 1991; Luo
et al., 1999; Luttrell et al., 1999) ou para o milho Bt em si (Matten et al., 2008;
Siebert et al., 2008), um menor nimero de S. frugiperda do que de outros

lepidépteros sao controlados (Lynch et al., 1999). A exposicao a niveis de



toxinas subletais representa uma pressao para a rapida selecao de individuos
resistentes (Tabashnik & Roush, 1990).

O fendémeno evolucionario da resisténcia é conhecido ha varias décadas
(Dobzhansky, 1951) e ndo pode ser totalmente entendido sem dados
genéticos. A determinagdo do numero de genes envolvidos, a relagao
de dominancia entre gendtipos e a base genética da heranca cruzada
sao informacgoes necessarias para uma descricao completa da heranca da
resisténcia (Roush & Daly, 1990). A resisténcia pode ter origens moleculares,
como a amplificacao de genes (Field et al., 1988), taxas mais elevadas de
transcricao (Fournier et al., 1992) e mutagoes de ponto (Ffrench-Constant
et al., 1993). Normalmente, um tinico gene é suficiente para que a resisténcia
seja detectada, nao significando, contudo, que a resisténcia seja estritamente
monogeénica (Roush & Daly, 1990).

A genética de populacoes é o ramo da genética que visa estudar as
variacoes genéticas nas populagoes naturais e as forgas que determinam
e alteram as composicoes destas populagoes, tendo por objetivo central é
elucidar quais mecanismos sao capazes de manter a homogeneidade e também
as forcas responsaveis por gerar distincao genética entre as populagoes no
meio ambiente (Black & Tabachnick, 2005).

Os enfoques da genética de populagoes permitem ainda caracterizar os
efeitos especificos inerentes a certos loci, causados por processos de selegao,
mutacao ou recombinacao, daqueles que afetam todo o genoma, provocados
pela deriva, efeito de gargalo, fluxo génico ou endocruzamento (Black &
Tabachnick, 2005; Luikart et al., 2003). Os efeitos que afetam todo o
genoma informam sobre a demografia da populacao e sobre sua historia
filogenética, ao passo que, os efeitos especificos de certos loci auxiliam
apenas na identificacao de genes que sao importantes para o fitness e para a
adaptacao. Os loci sob pressao de selegao apresentam padroes de variagoes ou
comportamentos extremamente diferentes do restante do genoma (Cartaxo,
2009). O efeito gargalo é um evento genético causado por uma redugao

drastica do tamanho da populacao, onde ha perda de variabilidade genética.



Ao ocorrer um pequeno afunilamento das bases genéticas, a variabilidade
genética da populacao devera diminuir rapidamente, porém quando o
tamanho da populacao se torna maior, o afunilamento comeca a aumentar
devido a novas mutacoes.

A selecao para resisténcia a inseticidas, doencas e parasitéides apresenta
alto custo adaptativo e muitas vezes exige compensagoes na aptidao
reprodutiva, sendo os custos de resisténcia muitas vezes dificeis de medir
(Janmaat & Myers, 2005). Tragos atribuindo resisténcia a ambientes hostis,
tais como a doenca, toxinas quimicas e alteracoes climéticas sao na maioria
das vezes associados a custos deletérios fortes (McNair, 1991; Orr & Coyne,
1992; Carriere et al., 1994). Como resultado, os individuos resistentes podem
alocar uma porg¢ao maior de recursos para a caracteristica de resisténcia, em
oposi¢ao ao crescimento e/ou reprodugao (Carriere et al., 1994; Bergelson &
Purrington, 1996). Custos de resisténcia a produtos quimicos, parasitas ou
parasitoides podem ser condig¢oes dependentes de tal forma que o trade-off
entre a defesa e a reproducao se torna mais evidente em condicoes precérias de
recursos (Bergelson & Purrington, 1996), durante a hibernacao, um periodo
de estresse ambiental (McKenzie, 1996; Carriere et al., 2001) ou sob condigoes
de alta competicao intraespecifica (Kraaijeveld & Godfray, 1997).

Nos casos estudados, a resisténcia ao Bt é autossomica herdada. Quanto
ao numero de loci envolvidos na resisténcia, frequentemente a heranca é
monofatorial. Repetidas vezes, a resisténcia aos produtos Bt e proteinas
Cry foi relatada sendo instavel. Esta instabilidade é causada, provavelmente,
pelos custos adaptativos associados com genes de resisténcia ou com outros
loci intimamente ligados a eles. A resisténcia ao Bt frequentemente diminui
na ausencia de sele¢ao e, por conseguinte, parece provavel que resisténcia
ao B. thuringiensis esta associada com um custo significativo de aptidao
(Tabashnik et al., 1994; Ferré & Rie, 2002), e esta tem sido documentada
em diversos casos (Groeters et al., 1993, 1994; Liu et al., 1999). No entanto,
existem alguns exemplos em que os niveis de resisténcia nao diminuiram assim

que o processo de selegao foi descontinuado (Ferré & Rie, 2002). Esta falta de



adequacao dos custos pode ter sido devido a selecao de alelos resistentes sem
efeitos negativos pleiotrépicos (Guillemaud et al., 1998) ou modificadores da
aptidao de outros loci (Liu et al., 1996).

Os componentes do sistema de comunicagao sexual de longa distancia para
machos e fémeas sao normalmente controlados por conjuntos independentes
de genes (Butlin & Ritchie, 1989). Este controle genético, independente de
sinais e respostas, levanta questoes evolutivas sobre como mutacoes pontuais
em tais sinais sexuais ou respostas poderiam aumentar em frequéncia (Butlin
& Trickett, 1997). Em alguns sistemas de comunicagao sexual, selegao natural
e selecao sexual podem resultar em uma vantagem fisica de gendtipos raros
que produzem um sinal de alteracao ou fenotipo de resposta do sinal.

Mariposas fémeas tipicamente emitem uma mistura especifica de dois ou
mais componentes volateis que atraem coespecificos machos, os quais s6 sao
atraidos para aquela mistura (Cardé & Minks, 1997). Dada a atividade
noturna da maioria das mariposas, estes volateis sao caracteristicos para a
deteccao de parceiros adequados a longa distancia, contando apenas com uma
eficiente resposta do macho para uma mistura de particular de feromonios
da espécie (Sheck et al., 2006).

Feromonios sexuais sao moduladores do acasalamento em muitas espécies
de insetos, sendo que na maioria dos casos, as féemeas liberam feromonios
capazes de atrair potenciais parceiros em longa distancia (Cardé & Baker,
1984), enquanto os feromonios sexuais liberados pelos machos agem em curtas
distancias (Fitzpatrick & McNeil, 1988; Birch et al., 1990). Feromonios
diferem em composigdo e/ou as proporgoes dos componentes constituintes,
gerando canais especificos para a comunicacao da espécie, que tem sido visto
como mecanismo de isolamento reprodutivo pré-copulatorio, visando reduzir
cruzamentos inadequados (Mayr, 1963) ou como um meio para facilitar a
acasalamentos entre individuos da mesma espécie (Paterson, 1985).

Os feromonios sao compostos volateis que pertencem a diversas classes
quimicas, como ésteres, alcodis, aldeidos, sesquiterpenos. O feromonio

sexual de muitos lepidopteros é formado por cadeias longas de 10 a 18



carbonos, derivados insaturados de acidos graxos, com o carbono da carbonila
modificado em um grupo funcional contendo oxigénio (Goldsmith & Marec,
2010).

No caso de S. frugiperda, o feromonio tem sido, principalmente, utilizado
para monitorar a atividade do macho, para determinar a migragao, dinamica
sazonal e distribuigao espacial (Tingle & Mitchell, 1979; Waddill et al., 1982;
Starrat & Mcleod, 1982; Pair et al., 1986; Adams et al., 1989; Mitchell et al.,
1989). A possibilidade de utilizar feromonios como uma forma direta de
controle foi menos explorado (Mitchell et al., 1974). As alteragoes do sinal
de uma feromonio feminino podem resultar no isolamento de reproducao, o
que por sua vez pode levar a especiacao (Roelofs & Cardé, 1974; Phelan,
1992; Baker, 2002; Smadja & Butlin, 2009).

O primeiro componente identificado do feromonio de fémeas de S.
frugiperda foi o componente principal, (Z) -9 - acetato de tetradecenilo (Z9-
14: OAc) (Sekul & Sparks, 1967), enquanto em estudos posteriores foram
relatados componentes adicionais (Jones & Sparks, 1979; Mitchell et al.,
1985; Tumlinson et al., 1986; Descoins et al., 1988). Os extratos de glandula
secretora de feromonios sexual de féemeas virgens de populagoes brasileiras
de S. frugiperda apresentaram sete picos com as caracteristicas espectrais de
acetatos de cadeia longa. Os compostos foram identificados como (Z etilo)-9-
tetradecenilo (Z9-14: Ac), (Z)-11-hexadecenil etilo (Z11-16: Ac), acetato de
(Z)-10-tetradecenilo (Z10-14: Ac), (Z)-11-tetradecenilo etilo (Z11 - 14: Ac),
tetradecil etilo-1-butanol (14: Ac), acetato de (Z)-7-dodecenilo (Z7-12: Ac),
E7-12: Ac, e acetato de dodecilo (12: Ac). As proporgoes relativas de Z7-12:
Ac, E7-12: Ac, 12: Ac, 7Z9-12: Ac, 79-14: Ac, 7Z10-14: Ac, 14: Ac/Z11-14:
Ac e Z11 -16: Ac em extratos de glandula secretora de feromonios sexual de
fémeas virgens foram 0.8:1.2:0.6: tragos: 82.8:0.3:1.5:12.9, respectivamente
(Batista-Pereira et al., 2006). Nas glandulas secretoras de feromonios sexual
fde S. frugiperda da América do Norte foram encontrados os compostos Z7-
12: Ac, 79-12: Ac, 79-14: Ac, e Z11-16: Ac Mitchell1985, Tumlinson1986,

Descoins1988, enquanto em Guadalupe (Caribe), os principais componentes
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relatados foram 79-12: Ac, Z9-14: Ac, e Z11-16: Ac (Andrade et al., 2000).
A rota biossintética proposta para a producao dos principais compostos do

feromonio de S. frugiperda pode ser vista na Figura 1.

N
Sintese de 4cidos graxos e
PBAN
—> xxCoA —> xx:OH —> xx:Ac
All
16: CoA — > Z11-16: CoA Z11-16: Ac
2 —mm -2C
A9
14: CoA — > 79-14: CoA 79-14: Ac
-2C
Z7-12: CoA Z7-12: Ac

Figura 1: Caminhos propostos para a biossintese dos componentes feromonio
em S. frugiperda (com base em vias biossintéticas descritas para outras
espécies de traca por Jurenka (2003)).

Na literatura é possivel encontrar diferencas tanto no niimero quanto na
razao dos compostos isolados a partir da glandula secretora de feromodnios
sexual de S. frugiperda (Tumlinson et al., 1986; Descoins et al., 1988).
Visando oferecer informagao relevantes para a efetivacao de manejo de S.
frugiperda a Bt, o presente trabalho procurou identificar possiveis variagoes

no feromonio sexual da mariposa submetida a uma forte pressao de selecao.
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Deste modo, o objetivo deste trabalho foi verificar se ha variagao na proporcao
relativa dos compostos de 7Z9-14: Ac e Z11-16: Ac em duas estirpes de
S. frugiperda, uma susceptivel e uma resistente a Bt ocasionada pelo efeito

gargalo, avaliando se a resisténcia a Bt afeta o acasalamento neste inseto.
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2 Material e Métodos

2.1 Obtencao das populagoes

As populagoes susceptivel e resistente de S. frugiperda foram obtidas no
Laboratoério de Resisténcia de Plantas a Insetos da Universidade Federal de
Vigosa. Foram formadas a partir de cruzamentos reciprocos com insetos
coletados de Cascavel (Parand), Sorriso (Mato Grosso), Morrinhos (Goiés) e
Brasilia (Distrito Federal).

A linhagem resistente de S. frugiperda a toxina CrylF foi selecionada
em laboratdrio, através de exposigao cronica de lagartas neonatas (<24h de
idade) a folhas de milho-Bt do evento TC1507 (hibrido 30F35H da Pioneer
Sementes, Brasil), que expressa a forma ativa da toxina CrylF e o seu
isogénico nao-Bt (P30F35) que foi utilizada como testemunha. Apds sete
geracoes de selecao, a populacao selecionada teve suas médias de mortalidade
e biomassa aos trés e sete dias, peso das pupas e tempo de desenvolvimento
de neonata até pupa, semelhante a insetos controle mantidos sem pressao de
selecao, evidenciando significativo nivel de resisténcia a CrylF.

Os insetos foram criados em sala climatizada sob as condicoes de 25°
C + 2, UR 70% e fotofase de 14 horas no Laboratério de Feromonios e
Comportamento de Insetos da Universidade Federal de Vicosa. Os adultos
de uma mesma populagao foram separados em casais e mantidos em gaiolas
de PVC circulares cobertas com organza na parte superior e revestidas
internamente com papel sulfite para permitir a oviposicao. Uma solucao
de sacarose 10% foi mantida ad libitum, e trocada diariamente. As posturas
de cada casal (que a partir de agora serd tratado como “Familia”) foram
conservadas separadamente e as lagartas foram transferidas para frascos

de pléastico contendo dieta artificial. As lagartas de S. frugiperda foram
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alimentadas com dieta artificial modificada por Valicente & Barreto (1999),
contendo os seguintes componentes: graos de feijao cozido, gérmen de trigo,
levedo de cerveja, acido ascérbico, nipagin, acido sorbico, agar, formaldeido,
acido fosforico e acido propionico. As pupas foram retiradas, sexadas e

mantidas separadas por Familia e sexo.

2.2 Efeito da populacao na escolha do parceiro sexual

em laboratorio

Neste experimento os adultos foram individualizados em frascos apds a
emergeéncia e alimentados com solucao de sacarose a 10% e dcido ascérbico
a 1% ad libitum. Duas fémeas, uma de cada populagdo, marcadas na asa
com um pequeno corte, com dois dias apds a emergéncia, foram colocadas
juntamente com um macho (2 dias de idade) de cada popula¢do em uma
gaiola pléstica. A ocorréncia de cépulas foi monitorada a cada trinta minutos,
do inicio ao final da escotofase. Para comprovar o acasalamento, as fémeas
eram dissecadas para verificar a presenca do espermatoforo. Foram realizadas
18 repetigoes para cada tratamento (populagao). Os resultados obtidos foram
submetidos a andlise de qui-quadrado. As analises foram realizadas com o

programa R (R Development Core Team, 2011).

2.3 Extracao e analise do feromonio sexual

Os compostos biologicamente ativos foram obtidos da glandula secretora
de feromonio sexual de féemeas virgens de cada familia, com 2 e 3 dias depois
da emergéncia, entre a 3 e 5* hora de escotofase. As glandulas secretoras
de feromonio sexual foram excisadas com pingas e transferidas para frascos
conicos contendo 20 pL de hexano destilado com 40 ng de padrao interno (n-
heptil acetato) para cada glandula secretora de feroménio sexual e mantida

durante 24h, a temperatura ambiente. Posteriormente, a glandula secretora
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de feromonio sexual foi removida e os extratos armazenados a -20° C até a

realizacao da analise.

2.3.1 Cromatografia em fase gasosa (GC)

O GC estava equipado com uma coluna DB-5 (30 m, 0.32 mm d.i. e 0.25
pm de espessura de filme; JW Scientific Inc., EUA). Injetou-se 1 uL de cada
extrato empregando o modo splitless com a temperatura do injetor a 280°
C. A temperatura do forno foi mantida a 60° C por 1 min, aumentada para
200° C em uma velocidade de 10 C min~!, sendo mantida nesta temperatura
por 7 min, novamente aumentada para 280° C em uma velocidade de 10

! sendo mantida nesta temperatura por 15 min. O gas carregador

C min~
usado foi Hélio e a pressao na coluna foi de 46 kPa. A concentragao e a razao
da mistura dos compostos foram determinadas com base nas areas dos picos
observados no GC e a partir de curvas analiticas construidas com padroes
autenticos.

Os valores de concentragao obtidos para os dois componentes do
feromonio sexual foram baseados em andlises de 8 familias da populacao
susceptivel e 7 familias da populagao resistente, totalizando, respectivamente,
33 e 41 glandulas produtoras do feromonio sexual de fémeas virgens e em
horario de chamamento.

Os resultados encontrados para cada familia foram submetidos aos testes
de Bartlett, Kruskal-Wallis e Wilcoxon (P<0.05). As médias dos resultados
de cada populacao foram comparadas empregando os testes de Bartlett e
t-Student (P<0.05). As médias também foram comparadas utilizando o
coeficiente de Pearson, para avaliar a correlacao entre os compostos extraidos
da glandula de feromonio de S. frugiperda. As andlises foram realizadas com

o programa R (R Development Core Team, 2011).
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3 Resultados

Nao foi observado preferéncia de acasalamento dos machos em relacao
as femeas susceptiveis ou resistentes. Dentre os machos susceptiveis, 9 se
acasalaram com fémeas susceptiveis e 5 com fémeas resistentes, sendo que
em 4 gaiolas nao ocorreu acasalamento (gl = 2, x? = 2.33, P = 0. 3114).
J& entre os machos resistentes, 8 se acasalaram com fémeas susceptiveis e 4
com fémeas resistentes, e em 6 gaiolas nao houve acasalamento. (gl = 2, x*

= 1.33, P = 0.5134), conforme pode ser observado na Figura 2.

mhfacho 58

100 80 6.0 4.0 20 0 20 40 6.0 g0 100

Figura 2: Preferéncia de acasalamento de machos de S. frugiperda resistentes
(barras pretas) e susceptiveis (barras cinzas) em relacdo a fémeas das
populagoes resistentes (RR) ou susceptiveis (SS).

Confrontando a concentracao do composto 7Z9-14: Ac nas duas
populacoes, foi verificado a homogeneidade das variancias pelo teste de
Bartlett (gl = 1, K = 0.8331, P = 0.3614), e a diferenca entre as médias nao
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foi significativa (gl = 72, t = -1.7282, P = 0.08826). O minimo, mediana,
média, maximo, variancia e desvio padrao da concentracao do composto Z9-
14: Ac em cada populagao e familia podem ser observadas na Tabela 1.

Em populagoes susceptiveis, o composto Z11-16: Ac foi diagnosticado em
18.2% das amostras, enquanto que na populacao resistente esteve presente
em 58.5%. Devido a isto, houve uma diferenca significativa entre as amostras
de glandulas de fémeas susceptiveis e as amostras de fémeas resistentes (gl
= 72, t = -4.085, P = 0.0001256). Usando apenas as amostras em que o
composto Z11-16: Ac foi detectado, a diferenca na concentragao deste nas
populagoes nao foi significativo (Zgs = 0.78617, Zrr = 0.65913, gl = 44, t =
-0.4453, P = 0.6583). As médias da concentragao dos compostos Z11-16: Ac
em cada familia podem ser observadas na Tabela 2. A porcentagem média

dos compostos Z9-14: Ac e Z11-16: Ac podem ser vistas na Tabela 3.



Tabela 1: Minimo, Mediana, Média, Maximo, Variancia e Desvio Padrao do composto Z9:14-Ac nas familias e
populagoes de S.frugiperda

SS RR SS2 SS4 SS7  SS8 SS9  SS10 SS11 SS16  RR1 RR3 RR6 RR7 RR8 RR9 RRI14

Minimo 1.30 0.90 3.10 2.50 1.90 1.30 3.20 1.60 2.60 2.60 2.10 2.00 2.50 2.60 2.80 3.40 0.90
Mediana 3.45 5.00 3.40 4.10 3.50 140 335 4.90 3.30 3.70 5.90 2.65 2.80 7.30 6.70  4.85 3.90

Média 4.48 6.30  3.40 9.50 3.45 193 3.40 6.33 3.16 3.73 8.30 2,57 283 8.71 5.38  5.40 4.00
Maéaximo 21.90 22.00 3.70 21.9 590 3.10 3.70 13.10 3.60 4.80 22.00 3.00 320 16.70 7.50 8.50 6.40
Variancia 15.19 2252 0.18 11596 1.9 1.02 0.05 19.65 0.26 0.59 3820 0.18 0.12 26.66 5.21  4.75 4.64

Desvio Padrao  3.89 4.74 042 10.76 1.34 1.01 0.21 4.43 0.51 0.76 6.18 0.43 0.35 5.16 2.28 2.8 2.15

Tabela 2: Minimo, Mediana, Média, Maximo, Variancia e Desvio Padrao do composto Z11:16-Ac nas familias e
populagoes de S.frugiperda

SS RR SS2 S84 SS7 SS8 SS9 SS10 SS11  SS16 RR1  RR3 RR6 RR7 RR8 RR9 RRI14

Minimo 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Mediana 0.00 1.25 0.60 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.70 045 0.00 195 0.00 1.60 0.00

Média 0.25 1.25 090 1.00 0.00 0.00 0.00 0.41 0.16 0.18 208 062 0.00 168 0.72 1.52 0.00
Maéximo 3.00 480 120 3.00 0.00 0.00 0.00 2.00 0.50 1.30 4.8 1.60  0.00 3.1 2.10  2.90 0.00

Variancia 043 181 072 3.00 0.00 0.00 0.00 0.61 0.08 0.24 2.21 0.60 0.00 1.59 1.01 1.41 0.00
Desvio Padrao 0.66 1.34 084 1.73 0.00 0.00 0.00 0.78 0.28 0.49 1.48 0.77 0.00 1.26  1.00 1.18 0.00

L1
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Concentraciio média de Z9-14: Ac (ng/pL)
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Figura 3: Média da concentracdo do composto Z9-14: Ac (ng/puL) nas
populagoes susceptiveis (SS) e resistentes (RR) de S. frugiperda.

Com base no composto Z9-14: Ac, nas familias da populacao susceptivel
as variancias nao sao homogéneas, de acordo com o teste de Bartlett (K =
41.1841, gl = 7, P = 0.0007463). De acordo com os resultados obtidos com
o teste de Kruskal-Wallis, nao foi detectado diferenca entre as familias (K =
7.603, gl = 7, P = 0.3689).

Nas familias da populacao resistente, tendo por base o composto Z9-14:
Ac, as variancias nao sdo homogéneas, de acordo com o teste de Bartlett (K
= 27.1656, gl = 6, P = 0.0001348). O teste de Kruskal-Wallis identificou que
ha diferenca entre as familias (K = 14.9111, gl = 6, P = 0.02096). Por este
motivo, realizamos o teste de Wilcoxon, onde verificamos diferenca entre as
familias RR1 e RR3 (W = 48.5, P = 0.006342), RR1 e RR6 (W =455, P =
0.01557) e RR7 e RR14 (W = 32, P = 0.04662).

Avaliando as médias das concentragoes do composto 79-14: Ac,
considerando uma similaridade superior a 60%, observou-se dois grupos, um
grupo contendo as familias SS4, SS10, RR1, RR7, RR8 e RR9, com alta
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Concentracio média de Z11-16: Ac (ng/pL)
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Figura 4: Média da concentragdo do composto Z11-16: Ac (ng/ul) nas
populagoes susceptiveis (SS) e resistentes (RR) de S. frugiperda.

concentracao do composto, e um segundo grupo contendo as familias SS2,
SS7, SS8, SS9, SS11, SS16, RR3, RR6 e RR14, com baixa concentracao dos
compostos. A diferenga entre estes grupos nao foi significativa (t = 1.1813, gl
= 15, P = 0.2559). A similaridade entre as familias, usando como referéncia
o composto Z9-14: Ac pode ser observada na Figura 5.

Analisando as médias da concentracao do composto Z11-16: Ac, obteve-
se quatro grupos distintos, um grupo com a concentragao do composto muito
baixa (familias SS11 e SS16), baixa (familias SS10 e RRS), alta (familias
SS2, SS4 e RR3) e muito alta (RR1, RR7 e RR9), considerando similaridade
superior a 60%. Neste caso, nao houve diferenca significativa entre os grupos
onde a concentragao foi muito baixa e baixa (t =-2.7591, gl = 2, P = 0.1101),
muito baixa e alta (t = -3.1742, gl = 3, P = 0.05032), e baixa e alta (t =
-2.1677, gl = 3, P = 0.1187). No entanto, houve diferenga significativa entre
os grupos onde a concentracao foi muito baixa e muito alta (t = -7.6534, gl
= 3, P = 0.004633), baixa e muito alta (t = -6.7989, gl = 3, P = 0.006506), e
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Tabela 3: Porcentagem média das concentragoes dos compostos Z9-14: Ac e

711-16: Ac

Famila Z79-14: Ac (%)

S5S2
SS4
SS7
SS8
SS9
SS10
SS11
SS16
RR1
RR3
RR6
RR7
RR8
RR9
RR14

86.0
96.0
100.0
100.0
100.0
96.6
95.6
96.4
80.9
82.6
100.0
86.6
91.9
80.3
100.0

711-16: Ac (%)
14.0
4.0
0.0
0.0
0.0
3.4
4.4
3.6
19.1
17.4
0.0
13.4
8.1
19.7
0.0

alta e muito alta (t = -5.2464, gl = 3, P = 0.006312). A similaridade entre as

familias, usando como referéncia o composto Z11-16: Ac pode ser observada

na Figura 6.

O valor da estimativa do coeficiente de Pearson é 0,6848172 e a correlagao
¢ positiva entre os compostos Z9-14: Ac e Z11-16: Ac (t = 2.658, gl =8, P

= 0,02889).
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Figura 5: Agrupamento das familias susceptiveis e resistentes de S.
frugiperda, tendo por base a média da concentracao do composto Z9-14:Ac
separados em 2 grupos, considerando similaridade superior a 60%, de acordo
com o método de Ward.
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Figura 6: Agrupamento das familias susceptiveis e resistentes de S.
frugiperda, tendo por base a média da concentracao do composto Z11-16:Ac,
separados em 4 grupos, considerando similaridade superior a 60%, de acordo
com o método de Ward.
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4 Discussao

Os componentes do feromonios sao relacionados uns com os outros através
de vias biossintéticas comuns, com isso, espera-se que as quantidades relativas
de alguns componentes na glandula secretora de feromoénio sexual de uma
fémea sejam dependentes um do outro, e que a propor¢ao de componentes
multiplos poderia ser controlada pelo mesmo gene(s). Usualmente, a variagao
na producgao de um componente possui substanciais custos fisiolégicos, com
isso, um aumento da frequéncia desta variacdo nao seria esperado. Na
teoria basica de genética de populacoes, estd indicado que, se a producgao
de um componente de feromonio for fundamentalmente neutra quanto a
sele¢ao (ou seja, nao teve nenhum efeito na atragao do sexo masculino e sem
custo fisiol6gico), em seguida, uma tnica mutacao resultando na produgao
substancial de um componente poderia fixar-se numa populacao devido a
deriva. Isto poderia ser entao seguido de um aumento de uma mutagao que
resulta na resposta do sexo masculino para o novo componente (Sheck et al.,
2006).

A evolugao da resisténcia em insetos é pode estar associada com custo
adaptativo, tais como o aumento do tempo de desenvolvimento, reducao do
tamanho do corpo, e a reprodugao debilitada (Ferrari & Georghiou, 1981;
Amin & White, 1984; El-Khatib & Georghiou, 1985; Halpern & Morton,
1987; Argentine et al., 1989; Campanhola et al., 1991; Carriere et al., 1994).
Campanhola et al. (1991) mencionam que a resisténcia pode resultar numa
reducao da producao de feromonios pelas fémeas, bem como uma diminuicao
na capacidade dos machos para detectar uma fonte de feromonio. Além das
limitagoes fisiologicas, Delisle & Vincent (2002) sugerem que a resisténcia

também resulta em mudancas comportamentais significativas, que poderiam
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alterar a aceitacao do parceiro sexual, afetando o sucesso reprodutivo. No
mosquito Anopheles stephensi, resisténcia a v HCH / dieldrina alterou
significativamente o nivel e periodicidade da atividade de voo de machos
e fémeas, afetando a competitividade no acasalamento (Rowland, 1991). No
presente trabalho, os resultados nao demonstraram diferenca na preferéncia
de acasalamento entre as populagoes, indicando que a resisténcia a Bt em S.
frugiperda nao afetou o sucesso reprodutivo do inseto.

Delisle & Vincent (2002) em seu trabalho, diagnosticaram que a produgao
de feromonio foi significativamente menor em fémeas de Choristoneura
rosaceana (Harris, 1841) (Lepidoptera: Tortricidae), resistentes a vérios
inseticidas sintéticos (Reissig et al., 1986; Carriere et al., 1994, 1996;
Lawson et al., 1997; Smirle et al, 1998; Pree et al., 2001), com a
diferenca na concentracao dos componentes do feromonio sexual mais
pronunciada em fémeas mais jovens do que mais velhas, sendo que esta
diferenca na concentracao do feromonio foi referida como um custo direto
associado a resisténcia. Contudo, em adultos de O. furnacalis tratados com
deltrametrina, foi detectado maiores titulos de feromonio sexual e coeficientes
de expansao da variacao da taxa dos feromonios sexuais (Wei & Du, 2004).
Em §. litura, ap6s serem tratadas com uma dose subletal de deltametrina,
foram obtidos resultados semelhantes (Wei et al., 2004).

A partir da conjugacao das toxinas de B. thuringiensis com a toxina de
abamectina, formando o biopesticida BtA, Shen et al. (2013) avaliaram os
efeitos deste biopesticida no feromonio sexual de H. armigera criadas em
dieta artificial contendo doses subletais, sendo que nesse trabalho, as femeas
tratadas com BtA produziram quantidades significativamente maiores dos
compostos do feromonio sexual.

Nas avaliacoes realizadas neste trabalho, nao houve diferenca significativa
entre as médias das populagoes no composto majoritario do feromonio sexual
(Z9-14: Ac) (P = 0.08826), diferindo dos resultados obtidos por Delisle &
Vincent (2002). Nao foi verificado diferenca do composto Z9-14: Ac nas
familias susceptiveis. Entretanto, entre as familias RR1 e RR3, RR1 e RR6
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e RR7 e RR14 foi verificado uma diferenca significativa, onde a concentracao
do composto Z9-14: Ac foi maior nas familias RR1 e RR7. Esta maior
concentracao do feromonio sexual pode estar relacionada com a resisténcia,
como em O. furnacalis e S. litura tratados com deltrametrina (Wei & Du,
2004; Wei et al., 2004) e H. armigera tratadas com BtA (Shen et al., 2013).
Groot et al. (2010) afirmam que as alteragoes fenotipicas podem ocorrer
para os componentes menos criticos de comunicagao sexual, ja que o impacto
de tais modificagoes sobre o sucesso de acasalamento pode ser minimo e pode
variar com as condi¢Oes ambientais. A teoria do rastreamento assimétrico
propoe que machos e fémeas experimentam regimes de selecao diferentes,
fornecendo uma explicacao interessante para a evolucao da diversidade do
feromonio sexual ao longo do tempo e espago (Phelan, 1997; Bengtsson &
Lofstedt, 2007). Selecdo mais fraca em caracteristicas sexuais de fémeas
pode permitir a persisténcia de alelos nas féemeas que produzem misturas de
feromonio desviantes e que poderiam ser rastreados por machos com uma
janela ampla resposta (Phelan, 1997). Portanto, a chave para a compreensao
da evolucao da variacao de feromonios é obtida demonstrando como a
resposta do macho é determinada e distinguindo a natureza da variacao desta
caracteristica (Lassance et al., 2011). Devido a isso, podemos conjeturar
que o baixo diagnostico de Z11-16: Ac é devido a variagao evolucionaria em
fémeas, e a aceitagao das mesmas nao foi alterada devido a janela de resposta
dos machos ser ampla. A selecao agindo ao nivel de um gene particular, pode
levar a perda de variacao nos locais vizinhos desse gene, bem como em loci
adjacentes, resultando em reducao do padrao de variabilidade genética.
Existem diversas técnicas hierarquicas aglomerativas na analise de
agrupamento, que se diferenciam pela forma de definir a proximidade entre
os individuos dentro do grupo contendo vérios individuos ou entre grupos
de individuos (Liberato et al., 1995). Apesar da abundancia de técnicas, o
pesquisador é o responsavel por determinar qual a técnica mais adequada
ao seu trabalho, uma vez que cada técnica leva a um diferente padrao de
agrupamento (Manly, 1986; Cruz, 1990). Existe ainda dificuldade em definir
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o numero adequado de grupos formados na analise de agrupamento, pois nao
ha um critério definitivo (Liberato et al., 1995; Capucho, 2011).

Assim sendo, neste trabalho o agrupamento dos gendtipos nos grupos foi
baseado no Método de Ward, por ser o que melhor se adequou aos dados
do experimento. Para o composto Z9-14: Ac, o padrao de agrupamento
apontou dois grupos distintos, contudo, nao houve diferenca significativa
entre estes grupos, do mesmo modo que nao houve diferenca entre as
populacoes de trabalho. Para o composto Z11-16: Ac, houve a formacao
de quatro grupos distintos, com o grupo de familias com a concentracao
do composto mais elevada (RR1, RR7 e RR9) diferindo significativamente
dos demais. Entretanto, ao se avaliar este composto, quando presente
nas duas populagoes, nao foi possivel observar essa diferenca, devido a
uma distribuicdo nao uniforme na concentragao do mesmo. Como ja foi
mencionado, os componentes do feromonios sexuais sao relacionados uns com
os outros através de vias biossintéticas comuns. Neste trabalho observou-se
que ha uma correlacao significativa entre os compostos do feromoénio sexual
em S. frugiperda. O grupo de familias com a concentragao do composto Z11-
16: Ac muito alta (familias RR1, RR7 e RR9) também pertencia ao grupo
com concentracao de 7Z9-14: Ac mais elevada. O mesmo foi observado com
o grupo com a concentragao do composto Z11-16: Ac muito baixa (familias
SS11 e SS16), que também pertencia ao grupo com menor concetracao de
79-14: Ac.

A fim de retardar o desenvolvimento da resisténcia dos insetos as toxinas
de B. thuringiensis, a utilizacao de areas de refigio é uma alternativa
recomendada (Alstad & Andow, 1995). O emprego de tais areas para o
manejo de resisténcia estd relacionada com a ecologia do inseto, dispersao,
e os padroes de acasalamento. Essas areas destinam-se a fornecer um
grande nimero de individuos homozigotos suscetiveis (SS) para acasalar
com heterozigotos susceptiveis (SR) ou homozigotos resistentes raros (RR),
diluindo os alelos de resisténcia presentes na populagao. Portanto, areas

de refigio podem favorecer a ocorréncia de acasalamento ao acaso entre as
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populagoes em dreas tratadas e refigio (Caprio, 1998). De acordo com o
presente trabalho, nao foi observado diferenca na preferéncia de acasalamento
entre as populagoes, o que garante o sucesso das areas refiigio no manejo da

resisténcia & Bt.
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5 Conclusoes

No presente trabalho nao observamos diferenca na preferéncia de
acasalamento em relagao a populagao susceptivel e resistente a Bt, e também
nao foi detectado diferenca na variancia e concentracao do composto Z9-
14: Ac entre as populacoes de S. frugiperda susceptiveis e resistentes a B.
thuringiensis.

Na populacao susceptivel foi verificado poucas vezes o composto Z11-
16: Ac, contudo, quando o composto foi diagnosticado, ele nao diferiu da
concentracao encontrada na populacao resistente.

Houve uma correlagdo positiva entre as concentragoes de 7Z9-14: Ac e

Z11-16: Ac.
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