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RESUMO
O bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae) é a
principal praga do algodoeiro no Brasil. Até 0 momento, € conhecido que no Brasil zesta praga se
reproduz apenas em estruturas frutiferas do algodoeiro. Assim, ele deve apresentar estratégias que
favorecem a sua sobrevivéncia, especialmente, no periodo de entressafra. Este trabalho testou a
hiptese que o alimento da larva influencia a histéria de vida do bicudo-do-algodoeiro, com
adultos oriundos de botdes florais, mais aptos a reproducdo, enquanto aqueles oriundos de magas,
mais aptos a sobrevivéncia. O desenvolvimento, a reproducdo e a sobrevivéncia do bicudo-do-
algodoeiro, bem como o desenvolvimento do sistema reprodutivo e contetido de agucares, lipidios
e proteinas totais, em adultos, oriundos de botdo floral ou macd foram determinados. Os
resultados mostram que, independente do sexo e da origem dos parentais (emergidos de botdes ou
macas), insetos alimentandos em macds do algodoeiro apresentam duracdo do desenvolvimento e
peso de adultos 1,94x e 1,63x respectivamente superiores que aqueles alimentados em botéo
floral. Fémeas alimentadas com folhas cotiledonares durante cinco dias e, posteriormente,
confinadas em plantas de algoddo com apenas botGes florais ou macas, ovipositaram 1,92x mais
em botdes florais, indepentende da sua origem. Fémeas oriundas de macas apresentaram ovariolos

menores € com menor nimero de 06citos comparado as fémeas de botdes florais. A quantidade de



proteina e lipidios foi 1,52x e 2,1x superiores em fémeas criadas com botdes florais e macas de
campo, respectivamente. Insetos oriundos de macas, tanto de casa-de-vegetacdo como de campo
e, posteriormente, alimentados com polen, viveram mais que adultos emergidos de botédo floral e
alimentados com folhas cotiledonares. Assim, podemos concluir que bicudos que alimentaram de
macas atrasaram o desenvolvimento, sdo maiores, apresentaram maior longevidade e foram
menos fecundos que aqueles desenvolvidos em botdes florais e, portanto, mais aptos a

sobrevivéncia corroborando com a hipotese proposta.

PALAVRAS-CHAVE: Anthonomus grandis, ecofisiologia, desenvolvimento, oviposicéo,

acumulo de reservas, sobrevivéncia.



REPRODUCTION AND DEVELOPMENT OF SURVIVAL BOLL WEEVIL DEPENDING ON
THE TYPE OF FOOD
by
GUILHERME GOMES ROLIM
(Under the Direction of Professor Jorge Braz Torres e Dr. Franklin Magliano da Cunha)
ABSTRACT

The boll weevil, Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae), is the major
cotton pest in Brazil. Up to date, it is known that boll weevil only fullfill development and
reproduction feeding on fruiting bodies of cotton. Therefore, it needs to exhibit life strategies to
support its survival during the off season periods. Thus, this work tested the hypothesis that the
food source of the larvae plays important role life history of boll weevil with adults raised from
flower buds more prone to reproduce; while those adults from bolls are more prone to survival.
The developmental time, reproduction, adult survival, sugar, lipid, and protein contents in the
body of boll weevil adults raised fed flower buds or bolls were determined. The results show that
irrespective of the adult gender and origin (from flower buds or bolls), those insects fed cotton
bolls exhibited delayed development and larger body size at rate of 1.94x and 1.63x greater than
insects fed flower buds. Females reared with flower buds or bolls when caged on plants with only
flower buds or only bolls, laid on average 1.92x more eggs on flower buds irrespective of the
origin. Females fed bolls exhibited smaller ovarioles with lower number of oocites compared to
females fed flower buds. The amount of protein and lipid was 1.52x and 2.1x greater in females
raised from flower buds and from bolls, respectively. Furthermore, adults emerged from larvae

fed bolls, and after fed pollen at adult stage, lived longer than adults raised from flower buds. We



can conclude about our hypothesis that boll weevil fed bolls delayed its development, exhibited
larger body size, lived longer and was less fecund than weevils fed flower buds and, therefore,

more prone to survival than females raised from flower buds.

KEY WORDS: Anthonomus grandis, ecophysiology, development, oviposition,

body reserve, survival.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO
O bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae), esta

classificado na subfamilia Anthonominae com 350 espécies registradas (Burke 1986). Esse inseto
foi constatado pela primeira vez e descrito, posteriormente, a partir de espécimes coletados em
Vera Cruz, no México. InformacBes anteriores mostram que este inseto foi citado pelo
entomologista Francés L.A.A. Chevrolat em sua obra Coleopteres Du Mexique, publicada em
1834, mas sem estabelecer com precisdo onde o inseto foi coletado (Braga Sobrinho & Lukefahr
1983).

O bicudo-do-algodoeiro foi encontrado nos Estados Unidos (Texas) em 1892. Em 1949,
foi verificado na Venezuela, e em 1950, na Colémbia (Silva et al. 1995). No Brasil o bicudo-do-
algodoeiro foi registrado pela primeira vez em Sorocaba e Campinas (SP) no més de fevereiro em
1983 e em julho do mesmo ano foi encontrado nas lavouras do nordeste, precisamente no
municipio de Ingé (PB) (Barbosa et al. 1983). Na regido Centro-Oeste, 0 bicudo-do-algodoeiro foi
constatado no Mato Grosso em junho de 1993 nos municipios de Mirassol D’Oeste ¢ Caceres. Em
Goias, a ocorréncia foi detectada nos municipios de Itumbiara, Cachoeira Dourada, Inaciolandia e
Panama em maio de 1996 (Bastos et al. 2005). Atualmente, ele se encontra em todas as regides
produtoras de algoddo do pais, especialmente onde o algod&o é cultivado continuamente durante
trés a quatro safras (Ramalho et al. 2001).

A metamorfose do bicudo-do-algodoeiro € completa passando pelas fases de ovo, larva,
pupa e adulto. As fémeas depositam os ovos no interior dos botbes florais e das macés do

algodoeiro (Santos 1999). A oviposicdo é preferencialmente realizada nos botdes florais do



algodoeiro quando atingem cerca de 6 mm de diametro (Showler & Canti 2005). Os ovos sdo
colocados isoladamente no botdo floral, usualmente um a dois ovos por botéo floral. Entretanto,
pode ter muito mais devido a fémea ndo descriminar botdes atacados em altas densidades, pode
depositar de 7 a 11 ovos por dia, atingindo em média 150 ovos por fémea em 21 dias de fase
adulta, e podem viver mais de 100 dias em condigdes de laboratério. Em condigdes de 25-27 °C, a
ecloséo da larva ocorre no terceiro dia apds a oviposicdo. A larva possui trés instares, sendo 0s
dois primeiros com duracdo média de dois dias cada e o terceiro instar com duracdo média de
quatro dias. O periodo pupal dura de quatro a seis dias quando, entdo, emergem o0s adultos. As
fémeas jovens precisam alimentar-se por trés a cinco dias antes de iniciarem a oviposi¢édo €, no
campo, podem ocorrer de cinco a sete geracfes durante o ciclo da cultura do algodoeiro (Lloyd
1986).

O bicudo-do-algodoeiro € uma praga importante pelo fato de causar grandes perdas a
cultura (Degrande 1998). Altas infestacGes podem ocasionar perdas na ordem de 85% da
producdo de fibras (Busoli et al. 1994). Além disso, € uma praga de dificil controle. No Brasil, 0
controle do bicudo-do-algodoeiro € feito principalmente através do uso de inseticidas
organosintéticos tais como metidationa e fenitrotiona (Agroft 2013). Nos Estados Unidos, onde a
praga ocorre por mais de 100 anos e com pesquisas desenvolvidas para o seu controle, as Unicas
medidas que tém valor real contra a praga sdo o controle quimico e o controle cultural (Knipling
1986). Entretanto, os inseticidas apresentam efeito local e passageiro, além de oferecerem o
perigo de intoxicacdo direta como também através de residuos (Beltrdo & Azevedo 2008). A
ampla utilizacdo de inseticidas na cultura do algod&o é uma das razdes para diversos problemas
como a mudanca de status de espécies pragas, como pragas secundaria ou de menor importancia
assumindo status de praga-chave devido a eliminacéo de inimigos naturais (Ruberson et al. 1994)

e, inimeros outros problemas de ordem econdmica, social e ecoldgica (Suarez et al. 2000).



O potencial do bicudo-do-algodoeiro como praga se da em consequéncia das perdas estarem
relacionadas com o seu desenvolvimento nas partes reprodutivas e comerciais da planta — queda
acentuada de botbes florais e ataque de macds com abertura irregular do capulho (capulhos
carimas). Mesmo ndo havendo a queda precoce de magéds, quando atacadas na fase intermediaria
de desenvolvimento, ocorre abertura irregular do capulho tornando dificil a colheita da pluma,
gerando perdas diretas e significativas a producdo. No Semiarido de Pernambuco e da Paraiba, o
bicudo-do-algodoeiro causa reducdo na produtividade do algoddo herbaceo que varia entre 54 a
87% (Almeida et al. 2008).

Além das injurias diretas ocasionadas devido ao desenvolvimento no interior das estruturas
reprodutivas, este comportamento torna o bicudo-do-algodoeiro parcialmente protegido dos
métodos de controle. Devido a isso, sao necessarias varias pulverizacdes na forma de baterias (i.e.
seguidas pulverizacGes em curtos intervalos de tempo, usualmente cinco dias de intervalos, para
controlar bicudos emergidos e antes de iniciarem a oviposicdo). Esta frequente aplicacdo é
responsavel por 50% das pulverizagdes direcionadas a lavoura de algodao (Richetti et al. 2004).
Isso eleva os custos de producdo, aléem de dificultar o manejo, devido a necessidade de
pulverizagdes com inseticidas de largo espectro e ndo seletivos (Bastos & Torres 2006).

O crescimento populacional do bicudo-do-algodoeiro € favorecido por uma série de fatores
inerentes a praga e ao agroecossistema. Quanto a praga, podemos citar o ciclo relativamente
rapido, alta sobrevivéncia das fases imaturas no interior das estruturas de frutificacdo e
capacidade de passar a entressafra em outros hospedeiros ou hibernando (Busoli et al. 1994,
Gondim et al. 2001). O inseto, ao se desenvolver no interior das estruturas reprodutivas do
algodoeiro, fica parcialmente protegido de inimigos naturais, das condigdes adversas do meio
ambiente e da acdo dos inseticidas (Busoli et al. 1994). Quanto ao agroecossistema, a fenologia da

planta de algod&o é longa com uma continua producdo de sitio de alimentacéo e desenvolvimento



(i.e., botdes florais) que se inicia em torno dos 40 dias apds o plantio e, podendo, produzir botbes
florais e macas até o final do ciclo que chega a 150 dias para a maioria das variedades. Outro fator
que também tem grande influéncia na dindmica populacional do bicudo-do-algodoeiro é a
capacidade de sobreviver os periodos desfavoraveis ao desenvolvimento - entressafra seca e fria -
assumindo um estado de diapausa reprodutiva para passar por este periodo (Brazzel &Newsom
1959). Nos Estados Unidos, o periodo de entressafra coincide com o inicio do outono, periodo
pelo qual os bicudos ficam em estado de diapausa reprodutiva (LlIoyd 1986). Na primavera do ano
seguinte, essa populacdo, saindo da diapausa, migra dos locais de refagio (matas, bordaduras de
lavouras, lavouras perenes, e etc.) para as lavouras de algoddo (Showler & Abrigo 2007). Isso
ocorre principalmente no inicio da producdo de botbes florais, cuja atracdo é muito intensificada
pelo feroménio de agregacdo produzido pelos machos logo apo6s se alimentarem das primeiras
estruturas florais (Parajulee & Slosser 2001).

No Brasil, ainda é discutido se o bicudo-do-algodoeiro entra ou ndao em diapausa
reprodutiva j& que o pais se localiza na zona subtropical do globo e acredita-se que ele ndo entra
em diapausa reprodutiva nas regides subtropicais (Showler 2009). Porém, recentemente, Paula et
al. (2013) verificaram que a falta ou a inadequacdo alimentar pode causar uma supressdo do
desenvolvimento do aparelho reprodutor do bicudo-do-algodoeiro durante no periodo de
entressafra no Centro-Oeste brasileiro, sendo essa apontada pelos autores como uma possivel
diapausa reprodutiva. Se ocorre a diapausa reprodutiva ou ndo, 0 inseto necessita apresentar
modificacbes comportamentais e fisioldgicas que favorecem a sua sobrevivéncia no periodo de
entressafra. Uma delas seria 0 abandono das lavouras na sua fase final para areas onde podem
obter alimento alternativo (ndo permitem reproducdo do bicudo) em plantas ndo hospedeiras
como palen (Ribeiro et al. 2010), bem como de frutos de outras culturas como laranja, cactos, e

etc. (Showler & Abrigo 2007). Este deslocamento é favorecido pela capacidade de dispersédo do



bicudo que pode chegar a 272 Km em poucos dias, a procura de alimento ou outros campos de
algodéo (Guerra 1988).

Os insetos também podem permanecer na area de cultivo alimentando-se de estruturas
reprodutivas restantes ao final da safra, como macés e botGes florais ndo comerciais. Como ocorre
nas condi¢bes do Semiarido onde ndo ha a destruicdo dos restos culturais, tornando possivel a
captura do bicudo-do-algodoeiro durante todo o ano (Neves 2013). Os poucos botbes florais de
final e entressafra existentes podem ter grande influéncia sobre a populacdo remanescente de
bicudos, sendo que fémeas do bicudo, alimentadas exclusivamente com o interior de estruturas
reprodutivas, tanto de botdes florais de didmetro médio ou grande tiveram longevidade média de
153,2 dias (Showler 2007). Este periodo equivale a entressafra, o que permite colonizar o cultivo
subsequente. Embora, possa ocorrer uma baixa sobrevivéncia nessas condi¢bes de alimento
subotimo e condigbes adversas de clima, um pequeno nimero de insetos sobreviventes é capaz de
atingir altas populagdes durante a safra subsequente. Estudos mostram que cerca de 50 adultos
que sobrevivem o periodo de entressafra serdo suficientes para causar perdas consideraveis a um
novo cultivo (Braga Sobrinho & Lukefahr 1983).

Quando as fémeas se alimentam de botbes florais grandes, ocorre um aumento de
aproximadamente 3,8 vezes no numero de fémeas gravidas e 4,8 vezes mais ovos coriénicos por
fémea do que quando estas se alimentam de pequenos botbes florais, macds bracteas (5 a 10 dias
de idade), ou macas velhas (3 a 5 semanas de idade) (Showler 2004). Partes reprodutivas internas
de macas pos-flor (1 a 2 dias ap6s queda das pétalas) e macds jovens (5 a 10 dias de idade)
proporcionam uma reducdo de 44% e 89% de fémeas gravidas, respetivamente, quando
comparado com o numero de fémeas gravidas alimentadas com estruturas reprodutivas contidas
dentro de bot6es florais grandes. Quando a fonte de alimento sdo partes reprodutivas contidas em

macés velhas ndo ha ocorréncia de fémeas gravidas (Showler 2007).



Além do baixo aporte nutricional ofertado pelas macas, principalmente as mais velhas,
existe uma maior dificuldade para a obtencédo de alimento e oviposi¢do nessas estruturas. Segundo
Showler & Cantu (2008), adultos do bicudo-do-algodoeiro podem perfurar as cascas de botbes
florais, independentemente do tamanho, e com o rostro longo tipico de Curculionidae, séo capazes
de se alimentarem de partes reprodutivas internas como o polen. Contudo as, cascas das magcas,
além de mais duras, sdo 1,4 a 2,1 vezes mais espessas que cascas de botbes florais grandes, o que
dificulta tanto a alimentacdo quanto a abertura de pontos de oviposicdo (Showler 2007).

A reducdo na reproducdo ocasionada quando as fémeas do bicudo-do-algodoeiro se
alimentam de macas pode estar relacionada com a baixa quantidade e/ou disponibilidade nessa
estrutura, de amino&cidos essenciais como a cistina e metionina, sendo a cistina mais abundante
na parte reprodutiva de botdes florais médios e grandes, que quando usados como fonte de
alimento proporcionam maior fecundidade das fémeas (Showler 2008). J& a metionina, presente
em maior quantidade na casca de botdes florais grandes, proporciona uma longevidade média de
108 dias, em contraste com a longevidade média de 64 dias em tratamentos com auséncia desse
aminoécido essencial (Showler 2008). Além dos aminoécidos essenciais, outros nutrientes
também sdo necessarios para a reproducdo e manutencdo do sistema imunoldgico, incluindo
minerais (Vanderzant 1965), lipidios (Vanderzant & Richardson 1964) e acglcares (Vanderzant &
Davich 1961). Além desses, o acido glutdmico e a glicina séo citados como sendo as Unicas fontes
de nitrogénio para o organismo (Vanderzant 1963). No entanto, a deficiéncia de alguns
aminoacidos essenciais pode ser compensado por 0s mesmos aminoacidos em forma ligada (por
exemplo, em peptidios ou proteinas).

As proteinas sdo macromoléculas versateis nos sistemas vivos e estdo presentes nas funcdes
cruciais de todos os processos biologicos, funcionando como catalisadores, transportadora e

armazenadora de outras moléculas, tais como oxigénio e lipidios, fornecem apoio mecéanico e



protecdo imunoldgica, geram movimento, transmitem impulsos nervosos, e controlam o
crescimento e diferenciacdo (Marzzoco & Torres 1999). Na reproducdo dos insetos, as proteinas
funcionam tanto como estruturas de estoque de nutrientes como também veiculos transportadores
de substancias essenciais como lipidios, carboidratos e outros recursos para o sustento do embrido
em desenvolvimento (Sappington & Raikhel, 1998Aguirre et al. 2007). A maior parte das
proteinas constituintes da reserva, ou gema, é produzida fora do ovario no corpo gorduroso. (Roth
et al. 1976, Telfer et al. 1982).

Embora varios tipos de precursores protéicos sejam acumulados por odcitos de insetos, as
vitelogeninas sdo 0s mais abundantes na maioria dos insetos (Aguirre et al. 2007). Vitelogeninas
sdo fosfoglicolipoproteinas grandes que, uma vez absorvidas seletivamente pelos odcitos, sdo
armazenadas como vitelina dentro dos granulos de vitelo, até o inicio do desenvolvimento
embrionario. Vitelogeninas, portanto, constituem o principal componente proteico dos ovos de
insetos, suportando o desenvolvimento embrionario e, em alguns casos, o desenvolvimento
precoce das larvas (Postlethwait & Giorgi 1985, Oliveira et al. 1989, Giorgi & Nordin 2005).
Portanto, qualquer desequilibrio nutricional, principalmente a falta de proteina na dieta de A.
grandis, pode influenciar no transporte de lipidios e aminoécidos esséncias, impedindo assim que
esses sejam absorvidos pelos o6citos e, como consequéncia, causando o ndo desenvolvimento dos
ovariolos, bem como a reducdo da longevidade dos adultos.

Assim, este trabalho visou gerar informacGes que buscam esclarecer a influéncia da
alimentacéo das larvas e dos adultos sobre o desenvolvimento, o status reprodutivo e a capacidade
de sobreviver através de fontes alternativas de alimento disponiveis no periodo entressafra.
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RESUMO - O bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae)
completa o seu desenvolvimento apenas em estruturas frutiferas do algodoeiro. O presente
trabalho testou a hipotese de que o alimento utilizado exerce importante papel na histéria de vida
do bicudo-do-algodoeiro, sendo que os adultos oriundos de botdo floral sdo mais aptos a
reproducdo, enquanto que aqueles oriundos de macds sdo mais aptos a sobrevivéncia. Os
resultados mostraram que, independente do sexo e da origem dos parentais (emergidos de botdes
ou macds), insetos alimentados em macds do algodoeiro apresentaram maior duracdo de
desenvolvimento e peso que aqueles alimentados em botéo floral. Fémeas oriundas de botéo floral
ou de macd, alimentadas com folhas cotiledonares durante cinco dias e, posteriormente,
confinadas em plantas de algoddo com apenas botBes florais ou macds, ovipositaram mais em
botBes florais, indepentende da sua origem. Também, fémeas oriundas de macds, e que
posteriormente se alimentaram de folhas cotiledonares e macéas, apresentaram menor tamanho dos
ovariolos e nimero de odcitos que fémeas alimentadas com botdes florais. Entre os constituintes
bioguimicos analisados, fémeas criadas com bot@es florais tiveram maior quantidade de proteina,
enquanto fémeas de campo oriundas de macas tiveram maior quantidadem de lipidios. Adultos do
bicudo oriundos de magés, tanto de casa-de-vegetacdo como de campo e, posteriormente,
alimentados com pdlen, viveram mais que adultos emergidos de botdo floral. Com base nos
resultados obtidos, podemos concluir sobre a hipdtese testada que bicudos atrasam o
desenvolvimento alimentando-se em macas, sdo maiores, apresentam maior longevidade e sdo

menos fecundos que aqueles de botdes florais.

PALAVRAS-CHAVE: Anthonomus grandis, desenvolvimento, oviposicdo, acuimulo de reservas,

sobrevivéncia
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INFLUENCE OF FOOD SOURCE ON REPRODUCTION AND SURVIVAL OF THE BOLL

WEEVIL

ABSTRACT — The boll weevil, Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae) only
fullfill development and reproduction feeding fruiting bodies of cotton. Thus, this work tested the
hypothesis that the food source plays important role on the life history characteristics of the boll
weevil with adults emerging from flower buds are more prone to reproduce; while those adults
emerging from bolls are more prone to survival. The results show that irrespective of the adult
gender and origin (from flower buds or bolls), those weevils fed cotton bolls exhibited delayed
development and larger body size than insects fed flower buds. Females reared with flower buds
or bolls when caged on plants with only flower buds or only bolls, laid more eggs on flower buds
irrespective of the origin. Further, females originated from larvae fed bolls and maintained
feeding on cotyledon leaves and bolls during five days within the adult stage exhibited smaler size
of ovarioles with lower number of oocites compared to females originated and fed flower buds.
Among the chemical body contents analyzed, females fed flower buds had more protein content;
while females fed bolls had more lipid content. Furthermore, adults emerging from larvae fed
bolls, and after, at adult stage fed with pollen lived longer than adults from larvae fed flower buds.
About the hypothesis, boll weevil fed bolls delayed its development, exhibited larger body size,
lived longer and was less fecund than weevils fed flower buds and, therefore, more prone to

survival than females raised from flower buds.

KEY WORDS: Anthonomus grandis, development, oviposition, body content, survival

13



Introducéo

O bicudo-do-algodoeiro, Anthonomus grandis Boh. (Coleoptera: Curculionidae) causa
perdas significativas na producdo de algoddo no Brasil. Isto devido a alimentacdo e
desenvolvimento do inseto no interior de botdes florais e macads em desenvolvimento,
ocasionando abscisdo e abertura irregular dos capulhos (Rummel & Summy 1997). Este inseto
coloniza a lavoura de algoddo, especialmente quando as plantas iniciam o florescimento, com
adultos da safra anterior que sobreviveram a entreassafra ou adultos que migraram de lavouras
adjacentes (White & Rummel 1978).

Nas regides de clima tropical e subtropical do Brasil, acredita-se que os adultos oriundos da
ultima geracdo sobrevivem o periodo de entressafra alimentando-se de plantas espontaneas de
algoddo (tigueras), e/ou em outras espécies de plantas nativas (Ribeiro et al. 2010).
Adicionalmente, estudos também suportam o fato de que os adultos que sobrevivem a entressafra
apresentam modificacdes fenoldgicas com supressao reprodutiva (Paula et al. 2013). A primeira
condicdo é facilitada devido as condi¢des tropicais de temperatura e a diversidade de plantas
nativas que fornecem polen como alimento alternativo para a praga (Greenberg et al. 2007,
Ribeiro et al. 2010).

Parte da populacéo consegue sobreviver sem reproduzir por mais de 120 dias alimentando-
se de brotacOes de algoddo ou fontes alternativas, como partes de outras plantas: botdes florais de
hibiscos, endocarpo da laranja, bagaco de cana-de-acucar, ou, até mesmo, frutos de cactos, e etc.
(Greenberg et al. 2007, Showler & Abrigo 2007, Ribeiro et al. 2010). Graos de pdlen de 60
géneros de vérias familias de plantas ja foram encontrados no trato digestivo de adultos do
bicudo-do-algodoeiro sendo considerado o seu principal alimento (Benedict et al. 1991, Jones et
al. 1993, Hardee et al. 1999, Jones & Coppedge 1999). Assim, servindo de alimento durante a

entressafra do algodoeiro.
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Em condicdes de campo, o bicudo-do-algodoeiro tem preferéncia em se alimentar e se
reproduzir em botdes florais de até 6 mm de diametro em relacdo a outros tamanhos de botéo
floral e macas (Burke et al. 1986, Showler 2005). Esta preferéncia esta possivelmente associada a
maior dificuldade para a obtencao de alimento e oviposi¢do nas macas, bem como o menor valor
nutritivo destas (Tingle et al. 1971, Showler & Canti 2008). De acordo com Showler (2008), a
reducdo na reproducdo ocasionada pela alimentacdo de fémeas em macds esta relacionada com a
baixa quantidade e/ou disponibilidade de aminoacidos essenciais. O bicudo-do-algodoeiro
oviposita e se desenvolve em macds de diferentes idades na auséncia de botdes florais,
especialmente na fase final da lavoura (Neves et al. 2013). De acordo com Paula et al. (2013),
adultos do bicudo-do-algodoeiro, alimentando-se em macas ou submetidos a auséncia de
alimento, tém o desenvolvimento do aparelho reprodutor limitado, causando uma forma de
diapausa reprodutiva nos periodos de entressafra, o que favorece a sua sobrevivéncia. De acordo
com Stearns (1992), a limitacdo na aquisicdo de nutrientes por escassez ou baixa qualidade do
alimento pode induzir um balanco energético com a energia carreada para a sobrevivéncia com
reducdo na reproducdo. Desta maneira, bicudos desenvolvendo em macéds no final da safra
deverdo apresentar alteracdes comportamentais e fisiologicas que favorecam a sua sobrevivéncia.
Assim, este trabalho testou a hipdtese que a estrutura utilizada para a alimentacgdo da larva, como
botBes florais que sdo abundantes na fase inicial da lavoura e macds na fase final desta,

influenciam o desenvolvimento, a reproducdo e a sobrevivéncia do bicudo-do-algodoeiro.

Material e Métodos
Os experimentos foram conduzidos utilizando insetos criado em algodoeiro cultivado em
microparcelas na Area de Fitossanidade do Departamento de Agronomia da Universidade Federal

Rural de Pernambuco (UFRPE), Campus Recife, PE, bem como no Laboratorio de Controle

15



Biologico e Ecologia de Insetos da UFRPE e de coletas realizadas em campo conforme descrito
em cada experimento.

Obtencdo dos Insetos. Botdes florais contendo larvas do bicudo-do-algodoeiro em
desenvolvimento usualmente caem ao solo entre seis a oito dias ap0s a oviposic¢do (Lloyd 1986).
Partindo do pressuposto de que botbes florais com sinais de oviposicdo e caidos ao solo
abrigavam larvas e/ou pupas do bicudo-do-algodoeiro, estas estruturas foram coletadas e
conduzidas ao laboratério, sendo distribuidas em bandejas plasticas no interior de gaiolas de
acrilico transparente (30 x 45 x 50cm), permanecendo até a emergéncia dos adultos. Os adultos
obtidos foram sexados, individualizados em potes plasticos de 80mL e alimentados diariamente
com folhas cotiledonares de algodoeiro por gquatro dias.

A separacdo dos individuos adultos em machos e fémeas foi realizada a partir da observacédo
do oitavo segmento do abddmen em estereomicroscopico. Os insetos recém emergidos tiveram
seus abddmens levemente pressionados tornando possivel a exposicao da genitalia. A largura do
tergo 8 do macho corresponde a aproxidamente metade da largura do sétimo tergo da fémea, além
do que o tergo 8 do macho possui uma curvatura na parte ventral que ndo ocorre nas fémeas
(Agee 1964, Sappington & Spurgeon 2000).

Ap0s a sexagem, os individuos foram pareados aleatoriamente para formagéo dos casais, 0s
quais foram mantidos por mais dois dias nas mesmas condicGes para garantir a copula. As fémeas
copuladas foram entdo divididas em dois grupos: fémeas liberadas em casa telada com plantas
contendo apenas botdes florais; (i) ou em casa telada com plantas contendo apenas magas (ii).
Essas fémeas originaram os individuos F1 empregados nos experimentos subsequentes.
Influéncia da Alimentacdo Larval em Botbes Florais ou Magds no Desenvolvimento e
Reproducdo do Bicudo-do-Algodoeiro. Algodoeiros com aproximadamente 60 dias de idade

foram preparados por meio da remocdo das macds ou dos botGes florais de acordo com o grupo a

16



ser infestado com as fémeas para obtencéo da geracdo F2: plantas contendo apenas botbes florais
de, aproximadamente, 6mm de diametro (i); e plantas contendo apenas macas entre 10 a 15mm de
diametro (ii). Essas plantas foram confinadas a partir do topo com gaiolas cilindricas de 1,0m de
diametro e 1,20m de altura confeccionada com tela antiafidica. A gaiola possui uma extremidade
aberta para fixar ao solo e uma abertura lateral fechada com velcro que permite o acesso a parte
interna da gaiola para liberacdo dos insetos e avaliagcdes. Trés fémeas com seis dias de idade
originadas de botdes florais ou de magcds, acasaladas e alimentadas com folhas cotiledonares,
foram liberadas nas gaiolas com trés plantas de algodoeiro apresentando apenas botbes florais ou
magas.

Em ambos os casos, as fémeas do bicudo-do-algodoeiro permaneceram confinadas nas
gaiolas, cada gaiola, constitui uma microparcela durante trés dias consecutivos, periodo no qual se
alimentaram e ovipositaram nas estruturas reprodutivas disponiveis nas plantas. Apos esse
periodo, as fémeas foram removidas das gaiolas e as plantas observadas diariamente para a coleta
de botdes caidos e macas atacadas. As macds atacadas usualmente ndo caem da planta (Neves et
al. 2013). Assim, as magas que apresentavam sinais de oviposicdo foram colhidas no 15° dia ap6s
a data de confinamento das fémeas nas gaiolas. As estruturas colhidas, botbes florais caidos ao
solo, bem como as magds retiradas das plantas, foram levadas ao laboratério para monitoramento
da emergéncia de adultos F2 os quais foram sexados e avaliados quanto ao tempo de
desenvolvimento da fase imatura. A duracdo do desenvolvimento foi calculado como sendo o
periodo decorrido entre a liberacdo das fémeas F1 nas gaiolas e a emergéncia de adultos F2 das
estruturas atacadas. Também, o peso de adultos machos e fémeas foi determinado em balanca
com precisdo de 0,0001g (Bioprecisa Eletronic, Modelo FA-2104N).

As fémeas F2 emergidas de botbes florais ou macés foram liberadas em gaiolas contendo

plantas com apenas botdes florais ou apenas macgas em desenvolvimento para determinagdo da
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oviposicdo. Dessa forma, foi estabelecido um experimento inteiramente casualizado em esquema,
fatorial com dois fatores principais (origem das fémeas F2: botdes floriais e macas) e dois
subfatores (botbes florais e macds em desenvolvimento) totalizando quatro tratamentos: fémeas
F2 oriundas de botdes florais e liberadas em plantas com apenas botdes florais (i); fémeas F2
oriundas de botGes florais e liberadas em plantas com apenas macas (ii); fémeas F2 provenientes
de macas e liberadas em plantas com apenas macas (iii) e, finalmente, fémeas F2 provenientes de
macas e liberadas em plantas contendo apenas botdes florais (iv). Cada tratamento foi
representado por seis microparcelas com trés plantas cada. Trés dias apos a liberacdo das fémeas,
estas foram removidas das gaiolas e as plantas foram avaliadas quanto a presenca de oviposicao.
A duracdo da fase imatura, peso de machos e fémeas F2 provenientes de botdes florais ou
macas o0 numero de posturas foram submetidos aos testes de normalidade e homogeneidade sendo
necessario transformacdo em log (x) e (X + 0,5) para atender estes pré-requisitos da analise de
variancia (ANOVA). Os resultados quando significativos pela ANOVA, as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade empregando
0 Proc GLM do SAS (SAS Institute 2001).
Influéncia do Alimento na Longevidade de Adultos do Bicudo-do-Algodoeiro. Machos F2
oriundos de botdes florais ou macés foram marcados no dorso com tinta colorida inodora Acrilex®
a base de agua e pareados com fémeas, também, provenientes de botdes florais ou macas para
serem observados quanto a longevidade. Os casais foram mantidos em placas de Petri de 15 X
90mm (altura e didmetro) onde receberam como alimento: poélen + agua (i); apenas folhas
cotiledonares + agua (ii); e apenas agua (iii). A agua (algoddo umedecido) e polen misto de
abelhas (Breyer®, Unido da Vitéria, PR) foram ofertados aos bicudos no interior das placas de
Petri em tampas de microtubos. De acordo com o frabricante 5g de polen contém 1,2g de

proteinas, 2,59 de carboidratos, 0,7g de fibra alimentar e 0,6g de material mineralizado. Assim,
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seis tratamentos foram conduzidos: individuos machos e fémeas oriundos de botdes florais ou de
macas com trés tratamentos referente a alimentacdo em polen, folhas cotiledonares ou apenas
agua. Em cada tratamento foi observado 10 fémeas e 10 machos.

Os insetos foram mantidos em cadmara climatica regulada para 26 °C, representando a
condicdo media de temperatura para a localidade de Surubim, PE, referente aos meses de
entressafra - outubro a marco (26 + 5 °C) e 12h de luz. Os insetos foram observados diariamente
para se verificar a mortalidade e substituicdo do alimento a cada dois dias. A partir dos dados de
mortalidade, curvas de sobrevivéncia dos adultos (machos e fémeas agrupados) foram calculadas
empregando o método Kaplan-Meier e comparadas pelo teste Log-Rank utilizando o Proc
LIFETEST do SAS (SAS Institute 2001).

Extracdo e Quantificacdo de Proteina SolGvel de Fémeas F2. As analises foram realizadas no
laboratdrio de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da UFRPE. Foram
usadas 10 fémeas F2 emergidas de bot&o floral ou maca foram submetidas a teste bioquimico para
determinar a quantidade de proteina sollvel pelo método de Bradford (1976). As fémeas ao
emergirem de botdes florais ou macas, as quais foram alimentadas, também, com as respectivas
estruturas de origem durante os cinco primeiros dias da fase adulta quando, entdo, foram
imobilizadas a baixa temperatura (4 °C). Em seguida, essas fémas foram individualizadas em
microtubos de 1,5mL contendo 300uL de tampdo carbonato (15Mm Na,COs3, 35mM NaHCO3,
pH 9,6) e agitados por 30 segundos, no interior dos microtubos, para que fossem lavados.
Posteriormente, os insetos foram secados e procedeu-se a retirada das partes mais quitinizadas
(pernas, rostro, élitros e as asas). Apos essa limpeza, fémeas foram maceradas individualmente em
microtubos de 1,5mL, contendo 300uL de tampdo carbonato. Posteriormente ao processo de
extracdo, as amostras foram centrifugadas a temperatura de 4 °C a 10.000 rpm, por 15 minutos

(Eppendorf modelo 5810R, Germany). O sobrenadante foi tranferido para microtubos de 1,5mL e
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mantidos a -20 °C. Para obtencdo da curva padrdo de proteinas utilizou-se como padrdo BSA (1
mg/mL).

As amostras a serem analisadas foram lentamente descongelados dentro de potes de 80mL
contendo gelo e &gua, evitando desnaturacdo de proteinas. Um aliquota de 100uL cada amostra
foi retirada e colocadas individualmente em tubos graduados de 12mL, devidamente identificado.
A quantificacdo foi feita pelo método proposta por Bradford (1976) adicionando-se 5mL de
reagente de Bradford (0,01% de Comassie Blue G-250, 8,5% de acido fosforico e 4,7% de
etanol). Posteriormente, os tubos foram agitados em vortex e feito a leitura em espectrofotdmetro
BEL Photonics® S2000uv a 595 nm de absorbancia.

A guantidade de proteinas totais em fémeas F2 alimentadas com botdes florais ou magcés foi
submetido a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de tukey ao nivel de 5% de
probabilidade utilizando 0 ProcGLM do SAS (SAS Institute 2001).

Lipidios, Agucar e Glicogénio de Adultos F2 e de Campo. Adultos do bicudo-do-algodoeiro
provenientes de botbes florais ou macas (F2) foram imobilizados a baixa temperatura (4 °C). Em
seguida, as pernas, rostro e asas foram retiradas. Fémeas oriundas de botdes florais ou macas
foram colocadas individualmente em microtubos de 2mL contendo 200uL de sulfato de sddio
(Na2SO4) a 2%, sendo entdo homogeneizada. Foram utilizadas 10 fémeas de botdo floral ou magé
F2 e 10 fémeas de botdo floral e macé oriundas de campo. Ao final do processo de maceragédo
foram adicionados 800uL de solucdo cloroférmio/metanol (1:1) por amostra e levados a
centrifugacdo durante dois minutos a 3.000 rpm. Apds a centrifugacdo foi realizada a coleta do
sobrenadante com auxilio de micropipeta, cada amostra coletada foi transferida individualmente
para um novo microtubo devidamente identificado, o pellet restante ap0s a retirada do
sobrenadante foi estocado em frezzer a -20 °C para posterior analise de glicogénio. Nos

microtubos com o sobrenadante foram adicionados 600uL de agua destilada e, novamente, foi
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realizado o processo de centrifugacdo do material por dois minutos a 3.000 rpm. Finalizada a
centrifugacdo foi possivel observar duas fases dentro do microtubo onde na fase superior
(Agua/metanol), encontravam-se diluidos os acgucares, sendo esta fracdo coletada para posterior
quantificacdo desses e a porcao inferior (cloroférmio) contendo lipidios. Ambas as amostras
foram armazenadas em freezer a -20 °C até o momento de analise. As curvas padrao para lipidio,
acucar e glicogénio foram determinadas com 100 mg/100 mL de 6leo vegetal comercial de soja
em cloroformio (lipidios) e 100 mg/100 ml de glicose anidra em agua destilada (acucar e
glicogénio).

As amostras de lipidios foram transferidas individualmente para tubos de vidro graduados
de 13mL sendo mantidas em banho-maria a 100 + 10 °C até a completa evaporacédo do solvente.
Em seguida foram adicionados 200uL de &cido sulfdrico sendo postos novamente em banho-
maria por 10 minutos a 100 = 10 °C. Apds este periodo, as amostra foram retiradas do banho-
maria e 0 volume foi completado para 5mL com o reagente vanilina. As amostras foram resfriadas
e homogeneizadas em um agitador e levadas a leitura em espectrofotdmetro BEL Photonics®
S2000uv a 625 nm de absorbancia.

As amostras para a quantificacdo de agucar foram transferidas individualmente para tubos
de vidro graduados de 13mL e mantidas em banho-maria a 100 + 10°C permitindo a evaporagao
do solvente até atingir um volume entre 200 e 100pL de solucdo nos tubos. Apds a evaporagdo, 0s
tubos foram retirados do banho-maria e completado a amostra para o volume de 5mL com o
reagente antrona. Em seguida, os tubos foram agitados para homogeneizagdo da amostra com 0
reagente. Os tubos contendo as amostras com reagente foram novamente colocados em banho-
maria por 17 minutos e apos este tempo, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente e

efetuado a leitura em espectrofotdmetro BEL Photonics® S2000uv a 625 nm de absorbancia.
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As amostras destinadas a quantificacdo de glicogénio foram transferidas individualmente
para tubos de vidro graduados de 13mL, onde foi adicionado o reagente antrona até completar o
volume de 5mL. Posteriormente, as amostras foram mantidas em banho-maria a 100 + 10 °C por
17 minutos quando, entdo, as amostras foram retiradas do banho-maria e resfriadas a temperatura
ambiente. Ap6s o resfriamento foi realizado a leitura em espectrofotometro BEL Photonics®
S2000uv a 625 nm de absorbancia.

Os resultados dos teores de lipidios, agucares e glicogénio foram submetidos a teste de

normalidade e homogeneidade de variancia sendo necessario, apenas, a transformacao em raiz
quadrada (x + 0,5) dos dados relativo a quantidade de lipideos de insetos de campo. Todos 0s
dados foram comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade e as analises foram
realizadas no programa SAS (SAS Institute 2001).
Efeito da Alimentacdo sobre o Desenvolvimento do Ovariolo em Anthonomus grandis.
Fémeas recém emergidas de macas carimas foram submetidas a alimentacdo durante cinco dias
com botéo floral, macé e folhas cotiledonares de algoddo. Cada tratamento foi composto por 15
fémeas. Apds o quinto dia, as fémeas foram imobilizadas a baixa temperatura (4°C) e dissecadas
sob esteriomicroscopio para a verificacdo de possiveis alteragdes na morfologia dos ovariolos e,
posteriormente, submetidos a analise histologica.

Os ovariolos das fémeas submetidas aos tratamentos supracitados foram fixados com formol
a 10% em tampédo Mollinig-Carson (0,1 M, pH 7,2) por 24h. A desidratracdo foi realizada em
gradientes crescentes de banhos de etanol por 10 minutos e embebidos em historesina Leica® por
24h. Cortes de 3um, foram obtidos em um micrétomo Leica RM 2245, e corados com
hematoxilina-eosina. Foram utilizados cinco ovariolos por tratamento considerando cada ovariolo
como uma repeticdo. Para a determinacdo de compostos proteicos foi utilizado Xilidina (Pearse,

1960); o P.A.S — Acido Periddico de Schiff (Junqueira & Junqueira, 1983) para glicogénio, apos
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serem coradas as laminas foram fotografadas e as imagens submetidas ao programa editor de
imagens GIMP® 2.0 para obtencdo da medida dos pixels. Os resultados dos teores de proteina e
glicogénio foram submetidos a teste de normalidade e homogeneidade, para analise da quantidade
de proteina e glicogénio de insetos provenientes de campo os dados foram submetidos ao Proc
ANOVA e comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade usando o programa

SAS (SAS Institute 2001).

Resultados

Influéncia da Alimentacdo Larval em Botdes Florais ou Macds no Desenvolvimento e
Reproducdo do Bicudo-do-Algodoeiro. Entre os fatores principais analisados quanto a duragéo
do desenvolvimento: origem dos parentais (de botdo floral ou maca), sexo dos adultos emergidos
e o tipo de alimento utilizado pela larva (botdo floral ou maca) e suas interagdes duplas e triplas,
apenas o tipo de alimento resultou em efeito significativo (F; 230 = 1100,09; P < 0,0001). A
duracdo do desenvolvimento foi prolongada quando os bicudos foram criados em magas,
independente da origem dos parentais e do sexo (Tabela 1). De forma semelhante, o peso dos
insetos emergidos ndo variou em funcgdo da origem dos parentais, do sexo dos adultos emergidos,
bem como das interacdes entre esses fatores, sendo novamente apenas influenciado pelo tipo de
alimento (F1, 203 = 96,42; P < 0,0001). Adultos oriundos de macas foram sempre mais pesados que
aqueles de botéo floral (Tabela 1).

Fémeas F2, oriundas de botdes florais ou macas e confinadas em plantas contendo apenas
botbes florais, apresentaram maior taxa de oviposicdo que aquelas liberadas em gaiolas cujas
plantas continham apenas magés independente de sua origem (botdes florais ou macgas) (F1, 15 =

200,92; P < 0,0001) (Tabela 1).
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Influéncia do Alimento na Longevidade de Adultos do Bicudo-do-Algodoeiro. A
sobrevivéncia em todos os tratamentos foi similar entre machos e fémeas (P > 0,05) e, portanto
este efeito foi desconsiderado nas andlises. Por outro lado, a origem dos adultos, de botdo floral
ou de macd, bem como o alimento empregado durante a fase adulta afetou significativamente a
sobrevivéncia do adulto, tanto em estudos com geracdes controladas com insetos criados em casa-
de-vegetacdo (Log-Rank; y* = 8,06; P < 0,0447; G.L. = 5; Fig. 1A), bem como adultos oriundos
de campo (y* = 199,35; P < 0,0001; G.L.= 5; Fig. 1B). Considerando a origem dos adultos e o tipo
de alimento oferecido, pode-se observar que adultos oriundos de magcés e alimentados com polen
viveram mais. Alguns individuos viveram mais de 120 dias quando oriundos de casa-de-
vegetacdo, bem como quando oriundos de macds de campo (Fig. 1A e B). Adultos que nao
tiveram acesso a alimento vegetal, mantidos apenas com agua, também viveram mais quando
foram oriundos de macds em comparacdo a adultos oriundos de botdo floral, tanto de casa-de-
vegetacdo como de campo (Fig. 1A e B).

Proteina Total em Fémeas F2. Fémeas provenientes de botdes florais ou de macds apresentaram
significativamente maior quantidade de proteina ao se alimentar de botdes florais que ao se
alimentar de macés durante os primeiros dias de vida da fase adulta (F 3 35 = 9,35; P < 0,0001)
(Tabela 1).

Lipidios, Acucares e Glicogénio. Fémeas e machos de casa-de-vegetacdo, provenientes de
botdes florais ou macas e alimentados durante cinco dias com folhas cotiledonares do algodoeiro,
apresentaram a mesma quantidade de lipidios em seu corpo (Fs, 24 = 0,85; P = 0,4810), a qual
variou de 226,8 a 289,5 pg/mL. Por outro lado, fémeas de campo oriundas de macés carimas,
coletadas ao final da safra, apresentaram 2,1x vezes maior quantidadede lipidios (502,4 + 79,78
ug/mL), em comparacdo as fémeas oriundas de botdes florais (238,9 = 22,91 ug/mL) (F3, 29 = 7,6;

P =0,0007). Por outro lado, ndo foi encontrado diferenca, entre machos (P>0,05).
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Adultos do bicudo-do-algodoeiro oriundos de botdes florais ou de macés, tanto de casa-de-

vegetacdo como de campo, ndo diferiram na quantidade de acucar e glicogénio (P > 0,05). Em
média, as quantidades de agucares variaram de 23,9 a 37,2 ug/mL para insetos criados em casa-
de-vegetacdo e de 38,5 a 55,5 ug/mL para insetos oriundos de campo, respectivamente. As
quantidades de glicogénio variaram de 71,8 a 101,4 pug/mL para insetos criados em casa-de-
vegetacdo e de 64,92 a 92,5 ug/mL para insetos oriundos de campo, respectivamente.
Efeito da Alimentacdo sobre o Desenvolvimento do Ovariolo em Anthonomus grandis.
Fémeas provenientes de campo emergidas de macas carimas e submetidas a alimentacao por cinco
dias com folhas cotiledonares de algoddo, botdes florais ou macds jovens, demonstraram
alteracdes relacionadas ao tamanho dos ovariolos, principalmente das fémeas alimentadas com
cotilédones quando comparadas as de botdo floral e mac¢é (Fig. 2). Menor nimero de 00citos em
desenvolvimento foi observado nos tratamentos com cotilédones e macas, respectivamente, em
comparacao as fémas alimentadas com botéo floral (Fig. 3).

A quantidade de proteina foi supeior em individuos alimentados com botdes florias em
relacdo aos demais alimentos (F,, ¢ = 9,58; P = 0,0021) (Fig. 4). Da mesma forma, os teores de
glicogénio em insetos alimentados com botdes florais e macds jovens apresentaram maior
quantidade desses sacaridios livres do que fémeas alimentadas em folhas cotiledonares (F , ¢ =

34,7; P = 0,0025) (Fig. 4).

Discusséo
A estrutura reprodutiva do algodoeiro utilizada pelo bicudo-do-algodoeiro para o seu
desenvolvimento influenciou as caracteristicadas da histéria de vida estudadas. A alimentacdo do

bicudo-do-algodoeiro em magés resultou em atraso na duracdo do desenvolvimento, emergéncia
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de insetos maiores e com ovariolos e oo0citos menos desenvolvidos, diferentemente de insetos
criados em botbes florais. Além disso, alguns adultos oriundos de macas e, posteriormente,
alimentados com pdlen viveram além de 120 dias. Esses resultados suportam a hipétese proposta
de que o tipo de estrutura reprodutiva do algodoeiro utilizada pelo bicudo-do-algodoeiro
influencia o seu desenvolvimento, a reproducéo e a sua sobrevivéncia, sendo os adultos oriundos
de botdo floral mais aptos a reproducédo, enquanto aqueles oriundos de macas sdo mais aptos a
sobrevivéncia.

Além disso, o prolongamento do desenvolvimento nas macds conforme encontrado e,
anteriormente observado por Sterling & Adkisson (1971), favorece a sobrevivéncia do adulto por
menor tempo de exposicdo as condi¢cBes do ambiente. Também, o desenvolvimento em macas
gera individuos maiores e com indicios de maior conteudo de reservas, como encontrado neste
estudo para lipidios, o que deve exercer papel importante na dispersdo e sobrevivéncia dos
adultos. Insetos adultos podem ser encontrados presos no interior de macas carimas ressecadas
logo apds a colheita (J.B. Torres, observacdes). Supostamente, os adultos que sobreviverem nesta
condicdo saem das macas quando essas entrarem em decomposi¢do no inicio das chuvas.

Os resultados mostraram que a alimentacdo em botdes florais propicia a emergéncia de
adultos que irdo reproduzir mais rapidamente permitindo ao inseto aproveitar a abundancia de
recursos (botdes florais durante o desenvolvimento da lavoura). Por outro lado, ao final da safra,
quando os insetos realizam a Ultima geracdo desenvolvendo em macas, os adultos emergidos terdo
que passar o periodo de entressafra a espera do novo ciclo da cultura. Assim, é esperado alta
mortalidade desses adultos apos a colheita, quando ndo ha disponibilidade de hospedeiro de alta
qualidade como botdes florais, e 0s insetos sdo forgados a se alimentarem de ponteiros, pdlen de
outras plantas, e etc. apds a emergéncia, diferente daqueles emergidos ao longo da fenologia da

planta que podem se alimentar de polen.
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Fémeas oriundas de macés e alimentadas com folhas cotiledonares podem viver em torno de
45 dias, e se tiverem acesso a polen de outras culturas, pode ocorrer um aumento significativo da
sobrevivéncia, o0 que possibilita que os insetos consigam infestar cultivos posteriores. Assim, isto
subsidia a necessidade de um longo vazio sanitario (periodo sem hospedeiros em campo), o qual é
uma das primeiras praticas culturais recomendadas para a convivéncia com o bicudo-do-
algodoeiro (Burt et al. 1969).

Com base nos resultados, estima-se que os insetos oriundos de macas no final da safra,
possuem caracteristicas morfologicas (maiores) e fisiologicas (menor reproducdo e maior reserva)
que favorecem a sua sobrevivéncia. Assim, alguns desses individuos quando tendo acesso a
alimento alternativo, como polen durante a entressafra, podem viver o suficiente para iniciar nova
geracdo em plantas de algoddo (tigueras) que germinam antes mesmo do plantio comercial, ou
entre outras culturas; ou mesmo, em plantios antecipados de algoddo (Fig. 1 A e B). Mesmo assim
uma alta mortalidade é esperada durante a entressafra. De acordo com Braga Sobrinho &
Lukefahr (1983), em clima temperado, apenas, 10% dos adultos que abandonam a lavoura
sobrevivem até a primavera seguinte. Apesar desta alta mortalidade do bicudo-do-algodoeiro
durante a entressafra, é estimado uma populacdo de até 500.000 adultos ao final da safra com a
colonizagdo de apenas 50 adultos no inicio da proxima safra (Barbosa et al. 1986). Os resultados
deste estudo com insetos do Semidrido, e estudos futuros de sobrevivéncia do bicudo-do-
algodoeiro em campo sob condigdes subtropical e tropical irdo auxiliar na decisdo do tempo
necessario para o vazio sanitario em condicgdes tropicais. Além disso, subsidiar praticas que
podem ser utilizadas para minimizar a colonizacao das lavouras como o uso do tubo de coleta de
bicudos (Neves et al. 2013). O fato € que se ndo houver uma boa préatica de destruicdo dos restos
culturais, adultos do bicudo podem ser coletados durante todo o ano em areas cultivadas com o

algoddo no Semiarido (Neves 2013).
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O aumento do tempo observado para a fase larval quando alimentando de macas (Tabela
1), possivelmente esta ligado a menor qualidade nutricional desta estrutura em relacdo aos botdes
florais (Tingle et al. 1971). Segundo Tobler et al. (2009) individuos alimentando de dieta com
menor quantidadede nutrientes consomem mais, 0 que ocasiona um prolongamento das fases
jovens. Por outro lado, insetos emergidos de macds sdo mais pesados independentemente da
origem de seus parentais (Tabela 1). Esse fato pode estar relacionado com o maior tempo de
consumo, mas também a uma estratégia do inseto em armazenar nutrientes para a sua
sobrevivéncia durante o periodo de entressafra, sendo o fator desencadeador a alimentacdo da
larva na macd. Isto pode ocorrer através de uma alimentacdo compensatdria em que eles seriam
capazes de usar mecanismos para aumentar a eficiéncia da assimilacdo sendo capazes de
armazenar reservas, mesmo quando submetidos a dietas pobres em nutrientes (Simpson et al.
1995).

Os testes de oviposicdo realizados mostram que fémeas confinadas em plantas contendo
apenas botdes florais ou macgéds em casa-de-vegetacdo apresentam maior taxa de oviposi¢cdo em
botbes florias, independente da origem dessas fémeas (botdes ou macéds) e da grande
disponibilidade de macés para oviposi¢do. Isto demonstra que o maior tamanho e reservas
acumuladas pelas fémeas que se desenvolveram em macds, bem como menor tamanho de
ovariolos, ndo é condicdo limitante para a oviposicdo. As fémeas oriundas de macéds estdo menos
predipostas a reproducdo, mas quando alimentaram de botdes florais, realizaram oviposicéo
similar aquelas criadas em botdes florais. A menor taxa de oviposi¢cdo em macas é caracterizada
por uma menor preferéncia por esta estrutura corroborando com os resultados de Showler (2005).
Este autor encontrou taxa de oviposicdo de aproximadamente 2,7 e 1,0 ovos/dia em botdes florais

e em macas jovens, respectivamente. Previamente a este estudo, 0 mesmo autor (Showler 2004)
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encontrou 3,8x e 4,8x mais fémeas gravidas e ovos coriénicos por fémea quando alimentadas em
botdes florais.

A maior taxa de oviposi¢cdo em botBes florais esta ligada a disponibilidade de nutrientes
esséncias presentes nessas estruturas reprodutivas, que estimulam a producdo de ovos, como
aminoéacidos livres presentes na casca de botbes florais, sendo a cistina o principal aminoacido
ligado a reproducdo (Showler 2009). Por outro lado, a alimentacdo da fémea adulta em macéas
causa uma reducdo nas quantidades de proteinas, tendéncia a um menor desenvolvimento dos
orgdos reprodutivos e reducdo de aproximadamente 5,8 vezes na longevidade (Tingle et al.1971,
Showler 2008). A reducdo nas quantidades de proteinas pode repercutir em reducdo da capacidade
de producdo de proteinas especificas, como a vitelogenina, que apos a fecundacdo sdo utilizadas
como fonte de carboidratos, lipidios, fosfato e aminoacidos para apoiar o crescimento embrionario
(Kunkel & Nordin 1985, Bownes 1986, Byrne et al. 1989). Entretanto, nesse estudo a
vitelogenina ndo foi quantificada, podendo esta ser medida em estudos futuros.

Insetos provenientes de botbes e magéas de casa-de-vegetacédo e, posteriormente alimentados
com folhas cotiledonares de algodoeiro, ndo diferiram na quantidade de lipidio, diferentemente
das fémeas emergidas de macdas carimds de campo. Isto, possivelmente, esta associado a macas
jovens utilizadas pelos insetos em casa-de-vegetacdo. Macés jovens, em que as sementes ainda
estdo em fase de formacdo, possuem baixa quantidade de lipidio acumulado disponivel para os
insetos. De acordo com Ritchie et al. (2007), somente em torno de seis semanas do surgimento
das macas é que se inicia o processo de perda de agua e acimulo de reservas nas sementes. De
acordo com Beltrdo (1999) e Cherry & Leffler (1984), a quantidade de lipidios em macés em
estagio avancado de desenvolvimento pode corresponder entre 14 a 25% das sementes.

O actmulo de reservas em lipidio também ocorre em varios outros insetos durante a fase

de larva. Os lipidios ficam armazenados no corpo gorduroso, os quais sdo utilizados na fase adulta
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(Ziegler 1991), como glicolipidios, fosfolipidios, e etc., passando a ter papel importante como
constituinte de estruturas celulares e horménios (Arrese et al. 2001) e, especialmente, como
reserva para a manutencdo durante periodos de diapausa (Deninger 2003). Individuos
predispostos a diapausa possuem mais que o dobro de lipidios em seu corpo comparado aos
individuos normais (Deninger 2003). O que nosso estudo confirma com adultos do bicudo-do-
algodoeiro oriundos de macd carimd de campo. Assim, supostamente o acumulo de lipidios
auxilia a sobrevivéncia do bicudo-do-algodoeiro durante o periodo de entressafra, bem como
auxilia na sua dispersdo entre lavouras a longas distancias. De acordo com Guerra (1988), o
bicudo-do-algodoeiro pode dispersar até 48 Km por dia podendo percorrer distancias de até 272
Km em uma semana, a procura de fontes de alimento, bem como novas lavouras de algodoeiro.
Portanto, o deslocamento em grandes distancias demandam elevada quantidade de energia
disponivel, através da utilizacdo direta de reservas de gordura, como acidos graxos armazenados
nas goticulas lipidicas da gordura corporal (Arrese & Soulages 2010). Esses, entdo sao
mobilizados para os musculos alares, na forma de diglicerideo, trealose ou prolina (Beenakkers et
al. 1985). A alimentacdo dos insetos adultos com folhas cotiledonares de algodoeiro, nao
influénciaram nas quantidade de glicogénio e acucar de insetos provenientes de botdes florais ou
macas. Provavelmente devido a baixa qualidade nutricional do alimento na fase adulta (folhas
cotiledonares de algodoeiro).

As fémeas do bicudo-do-algodoeiro provenientes de macés e submetidas a alimentagdo em
botédo floral, macé e folhas cotiledonares durante cinco dias demonstraram alterac6es relacionadas
ao tamanho dos ovariolos, principalmente das fémeas alimentadas com cotilédones quando
comparadas as de botéo floral e maca (Fig. 2). Essas diferencas refletem a preferéncia alimentar
em campo, para botdes florias. Além disso, as analises histologicas demonstraram ndo haver

comprometimento da estrutura dos ovariolos em nenhum dos tratamentos. As regides do germario
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e vitelario foram observadas em todos os grupos (Fig. 3). Novamente, um resultado passivel de
estar associado a nutri¢do obtida pela fémea durante o periodo de maturacdo sexual.

As analises histoquimicas mostram que fémeas alimentadas com maca ou cotilédones
possuem menor quantidade de proteina presente nas marcacOes feitas pelo corante Xilidina
Pouceau, em relacdo as fémeas alimentadas com botdo floral (Fig. 4). A diferenca observada em
proteina demonstra que pode ter havido reducdo na qualidade ou falta de aminoacidos essenciais
para a reproducdo quando alimentadas com folhas cotiledonares ou macas (Tingle et al. 1971). A
taxa de desenvolvimento folicular pode ser alterada em mais de 60 vezes, em insetos como
Drosophila melanogaster Meigen, em dietas pobres em proteina (Drummond-Barbosa &
Spradling 2001). Deste modo, a capacidade de absorcdo de outros nutrientes promovida pelas
células foliculares e direcionadas aos odcitos pode ter sido comprometida e, assim, explicar a
reducdo observada para os polissacarideos nas fémeas alimentadas com cotilédones.

Em resumo, a variacdo na fonte de alimento utilizada pelo bicudo-do-algodoeiro durante o
seu desenvolvimento e na fase adulta influencia vérias caracteristicas da sua histéria de vida.
Contudo, vale ressaltar que para a populacdo do bicudo-do-algodoeiro usada e, nas condi¢fes do
estudo, a alimentacdo na macd do algodoeiro ocasiona efeitos na sua fisiologia, porém néo foi
limitante para a sua reproducéo, desde que as fémeas adultas passem a ter disponibilidade de
alimento de qualidade (botéo floral). Além disso, 0 maior acimulo de reservas ao desenvolver de
macads mais alimento de qualidade durante a fase adulta (p6len) favorecem a sobrevivéncia dos
adultos na auséncia da planta hospedeira, o algodoeiro.
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Tabela 1. Caracteristicas do bicudo-do-algodoeiro Anthonomus grandis em funcdo da

estrutura usada para o desenvlvimento da descendéncia de acordo com a origem dos parentais.

Duracéo do Peso dos No. de Proteina soluvel
desenvolvimento  adultos (mg) ovos/fémea/dia  (pug/mL)
Parentais’ F2° (dias)
Botéo
Boio o 148%031b 78+036b  26+008a  1527+469a
floral Macd  29,1+064a 131+0559a 1,3+007b  91,9+1049b
ﬁOtao 14,7+0,21 b 75+037b  24%01la  1444+101la
Magi oral
Maca 28,1+0,54a 12,9+0,81 a 1,3+0,04b 103,3+12,28b

'N4o houve efeito da origem dos parentais nas caracteristicas avaliadas (P > 0,05).
>Médias (+EP) seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey HSD a 5%

de probabilidade.
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Figura 1. Proprogédo de sobreviventes de Anthonomus grandis provenientes de geracdo em casa-
de-vegetacdo (F2) (A) e provenientes de campo (B) oriundos de botbes florais ou macas,
alientados com polen, folhas cotiledonares de algodoeiro e sem alimentacdo. As medias = EP de
sobrevivéncia forma estimada pelo método Kaplan-Meier e comparadas pelo teste de Log-Rank a
5% de probabilidade.
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Figura 2. Ovariolos de fémeas de Anthonmus grandis oriundas de maca e submetidas a
alimentacdo com botdo floral (A), maca intermediaria (B) e cotilédones (C) durante cinco dias
ap6s a emergéncia. Em (A) os ovariolos apresentam germaério (G) e area do vitelario bem
desenvolvidos com presenca de o0citos em varios estagios de maturacdo (seta). Em (B), vitelario
com menor quantidade de odcitos em desenvolvimento. (C) ovariolos da fémeas submetidas a

alimentacdo com cotilédones exibindo vitelario pouco desenvolvimento. Aumento 24X.
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Figura 3. Histologia dos ovariolos de fémeas de Anthonomus grandisoriundas de macads e
alimentada durante cinco dias em botéo floral (A e B), macé (C e D) e cotilédones (E e F). Nota-
se em todos 0s tratamentos que ndo ocorreram alteragdes histoldgicas nos ovariolos com presenca
de uma delgada camada de tecido conjuntivo (seta) envolvendo o germario (G) e vitelario bem
preservados, presenca de odcitos (Oo) em desenvolvimento podem ser observados. Celula

folicular (Cf), vitélo (\Vt) e nucleo (n). Colocaracao H.E.
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Figura 4. Histéquimica dos ovariolos de fémeas de Anthonomus grandis oriundas de macas e
alimentadas durante cinco dias em botdo floral (A), ma¢d (C) e cotilédones (E) para proteinas
totais (Xilidina Pounceau). Em B, D e F, ovariolos dos mesmos tratamentos, respectivamente com
marcacdo para polissacarideos neutros pela técnica do P.A.S. Quantidade média de pixels para
proteina total (G) e polissacarideos neutros (H) das analises histoquimicas. Granulos de vitelo
(Gv), Célula folicular (Cf) e nucleo (n).
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