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RESUMO GERAL

Doru luteipes (Dermaptera: Forficulidae) é considerado tradicionalmente um predador
generalista e onivoro associado a cultura do milho (Zea mays). Por estar presente na area
quando ha ovos e pequenas larvas de lepidopteros ou pulgdes é considerado um agente
versatil na regulacdo da populacdo de pragas-chave da cultura. Sua presenca em areas de
milho tem sido também associada a reducdo na incidéncia do fungo causador da ferrugem
Polissora (Puccinia polysora) em milho. Como uma mesma planta pode estar infestada tanto
com insetos-praga quanto infectada com ureddsporos de P. polysora, o comportamento de
forrageamento desse predador pode ser alterado com implicagdes no sucesso do controle
biol6gico. Em vista do exposto, 0 objetivo desse trabalho foi determinar a preferéncia
alimentar de D. luteipes entre estes recursos disponiveis na planta de milho (uredésporos de
P. polysora, ovos de Spodoptera frugiperda, pdlen de milho) e avaliar a sobrevivéncia de
ninfas de D. luteipes alimentadas com estes recursos alimentares. Avaliou-se também se os
ureddsporos excretados por D. luteipes ap6s passagem pelo sistema digestivo sdo capazes de
germinar e infectar plantas de milho sadias. Verificou-se que D. luteipes prefere se alimentar
no periodo noturno de pdlen de milho e que a dieta mista composta por ovos de S. frugiperda
e ureddsporos de P. polysora permitiu maior sobrevivéncia e duracdo do ciclo semelhante a
obtida em dieta artificial. No entanto, os ureddsporos nao foram completamente inviabilizados
apos o0 processo digestivo comprovando-se que embora ocorra 0 consumo de ureddsporos por
D. luteipes ha possibilidade de ocorrer dispersdo de estruturas fangicas, mesmo que em
pequenas proporcdes entre plantas infectadas e sadias.

Palavras-chave: Pélen de milho. Esporos de P. polysora. Ovos de Spodoptera. Disperséo.
Sobrevivéncia



GENERAL ABSTRACT

Doru luteipes (Dermaptera: Forficulidae) is traditionally considered a generalist and omnivore
predator associated with crop (Zea mays). Being present in the area when there are eggs and
small larvae of Lepidoptera or aphids is considered a versatile agent in regulating the
population of key crop pests. Its presence in maize areas has also been associated with a
reduction in the incidence of the polissora rust fungus (Puccinia polysora) in maize. As the
same plant may be infested with both pest insects and P. polysora uredospores, the foraging
behavior of this predator may be altered with implications for successful biological control. In
view of the above, the objective of this study was to determine the feeding preference of D.
luteipes among these resources available in the corn plant (P. polysora uredospores,
Spodoptera frugiperda eggs, corn pollen) and to evaluate the survival of D. luteipes nymphs.
fed with these food resources. It was also evaluated whether uredospores excreted by D.
luteipes after passage through the digestive system are able to germinate and infect healthy
maize plants. It was found that D. luteipes prefers to feed corn pollen at night and that the
mixed diet consisting of S. frugiperda eggs and P. polysora uredospores allowed longer
survival and cycle duration similar to that obtained in artificial diet. However, the uredospores
were not completely unfeasible after the digestive process proving that although the
consumption of uredospores by D. luteipes occurs there is a possibility of fungal structure
dispersion, even in small proportions between infected and healthy plants.

Keywords: Corn pollen. P. polysora spores. Spodoptera eggs. Dispersal. Survival
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PRIMEIRA PARTE



1. INTRODUCAO GERAL

Doru luteipes (Scudder, 1876) (Dermaptera: Forficulidae) € um importante
inseto entomodfago em lavouras de milho (Picanco et al., 2003), pois além de estar
associado a cultura, sua ocorréncia coincide com o pico populacional de pragas-chave
como Spodoptera frugiperda (Smith), Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera,
Noctuidae) (Cruz; Oliveira 1997; Passini et al., 2007) e pulgbes (Cruz, 2007). Além
disso, estudos preliminares e observacBes de campo indicaram 0 consumo de
uredosporos de Puccinia polysora Underwood, agente causal da ferrugem polissora por
D. luteipes (Ribeiro et al., 2015) ressaltando a importancia de sua manutencéo nas areas
de milho como predador de insetos praga e de fungos patogénicos.

Adultos de Doru luteipes apresentam alta longevidade (Reis et al., 1988;
Guerreiro et al., 2003), podendo chegar a um ano. Séo insetos hemimetabolos (Cruz,
2007) passando pelos estagios de ovo, ninfa e adulto, sendo predador ativo em todas as
fases (Cruz, 2009). As fémeas colocam em média 25 ovos por postura e apresentam
cuidado maternal com a prole.

Possuem rela¢do intima com a cultura do milho, pois a mesma oferece condicdes
ideais para seu desenvolvimento e permanéncia no campo. Adultos e ninfas consomem
diariamente aproximadamente 21 e 12 ovos de S. frugiperda, respectivamente; até 8.276
ovos de H. zea, com média de 39 ovos por dia e 3.832 ninfas de pulgdo Schizaphis
graminum (Rondani) (Hemiptera: Aphididae) (Cruz, 2007).

Apresentam tigmotropismo positivo, ou seja, precisam permanecer em contato
com a planta, tendo preferéncia por locais escuros e imidos (Jarvis et al., 2004) como 0s
cartuchos e espigas do milho e sdo predadores que forrageiam ativamente a noite
(Naranjo-Guevara et al., 2017).

Além da capacidade de predacao, D. luteipes apresenta também habito onivoro,
ou seja, se alimenta de recursos provenientes de mais de um nivel tréfico da cadeia
alimentar (Coll; Guershon, 2002; Pasini et al., 2007) como polen (Redoan, 2010;
Marucci et al., 2019) e estruturas fangicas (Ribeiro et al., 2015).

A onivoria é um fenémeno muito comum na natureza, porém pouco estudado e
compreendido. No passado acreditava-se que tal interagdo ocasionava uma
desestabilizacdo do sistema (Pimm, 1982). Posteriormente, com o desenvolvimento de

novos estudos, comprovou-se que o0 habito onivoro é extremamente importante, comum



na natureza e que pode ajudar na estabilizagdo da dindmica das cadeias alimentares
(Attayde et al., 2006), as quais séo altamente conectadas (Lemos, 2005).

Insetos onivoros podem ser classificados como oportunistas obrigatérios ou
facultativos, de acordo com a importancia do material consumido, seja animal ou
vegetal (Lemos, 2005). Dentro dos oportunistas obrigatorios, destacam-se 0s
fitozodfagos, herbivoros que eventualmente se alimentam de presas e os zoofitofagos,
insetos carnivoros e que eventualmente se alimentam de plantas (Coll; Guershon, 2002).

O fato de D. luteipes se alimentar também de estruturas fungicas a caracteriza
como potencial agente micofago de controle. As ordens Diptera e Coleoptera foram as
pioneiras no hébito de micofagia (Hanski, 1989). Tal hébito pode ser encontrado
também nas ordens Lepidoptera e Hymenoptera (Jonsell et al., 2001), em &caros
(‘Yamashita and Hijii, 2003) e relatado recentemente na ordem Dermaptera (Haas, 2012;
Paula et al., 2016).

Para se alimentar de estrutura flngicas, os insetos necessitam de adaptagdes
evolutivas diferenciadas de outros predadores (Lawrence, 1989). Como este habito
ainda é pouco estudado, o conhecimento acerca desses mecanismos também é escasso.

A ferrugem polissora € capaz de reduzir a produtividade do milho em até 65%
(Colombo et al., 2014). Os danos estéo relacionados a reducéo de area foliar e vigor das
plantas, bem como a reducdo do peso dos grdos, além de, senescéncia precoce e
acamamento das plantas (Costa et al., 2015).

O fungo infecta folhas de milho completamente expandidas, tendo como
condicdes ideais para infeccdo temperaturas em torno de 26 a 30 °C e umidade relativa
elevada (Von Pinho, 1998). Os ureddsporos sdo considerados os indculos primarios e
secundérios e ndo existe hospedeiro alternativo conhecido para este patogeno (Pataky,
2000).

As medidas de controle dessa doenca sdo: o0 uso de cultivares resistentes, plantio
na época adequada e uso de fungicidas (Pereira et al., 2005), os quais estéo restritos a
cinco grupos quimicos (triazol, estrobilurinas, carboxamidas, pirazol carboxamidas e
alquilenobis) (COTA et al., 2018), porém afetam negativamente a populacdo de
inimigos naturais presentes na area. Assim, encontrar uma alternativa para o controle
bioldgico para reduzir a disseminacdo do patdgeno é quase uma medida emergencial.

Apesar de se conhecer o habito onivoro de D. luteipes pouco se sabe sobre seu
potencial como agente micdéfago e sua capacidade de suprimir ou dispersar

fitopatdgenos em lavouras de milho, pois insetos que forrageiam diretamente
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uredosporos podem utilizar este indculo e servir como vetores mecénicos de patdgenos.
Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o papel de Doru luteipes na
micofagia como possivel agente bioldgico de controle com dupla fung¢éo na cultura do

milho: entomdfago e micofago.
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ARTIGO 1: SOBREVIVENCIA E PREFERENCIA ALIMENTAR DE Doru luteipes
(DERMAPTERA: FORFICULIDADE) POR FONTES ALIMENTARES DA PLANTA
DE MILHO E UREDOSPOROS DE Puccinia polysora
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RESUMO

Doru luteipes estd diretamente associado a cultura do milho, a qual oferece recursos
alimentares diversos, possibilitando mesclar sua alimentacdo entre presas como ovos de
Spodoptera frugiperda, recursos da planta como pélen e ainda estruturas fangicas de Puccinia
polysora, agente causal da ferrugem polissora. Diante da disponibilidade de diversos recursos
alimentares o comportamento de forrageamento e a capacidade de predagdo de D. luteipes
podem ser afetados quando uma mesma planta oferece todos os recursos concomitantemente.
Assim, avaliou-se a sobrevivéncia ninfal e preferéncia entre os recursos alimentares da planta
de milho e dieta artificial. Ninfas recém eclodidas de D. luteipes foram expostas as dietas
compostas exclusivamente por uredésporos de P. polysora, ovos de S. frugiperda, pélen de
milho, combinacdo de ureddsporos + ovos e dieta artificial para verificar se 0s mesmos
recursos garantem a sobrevivéncia e mantém a duracéo do periodo ninfal. Ninfas e adultos de
D. luteipes com 24 e 48 horas de inanicao foram expostos a uredosporos de P. polysora, ovos
de S. frugiperda, pélen de milho e dieta artificial durante o periodo diurno e noturno, sendo
contabilizado o nimero de escolhas pelo alimento e o tempo de alimentacdo. A alimentagéo
exclusiva com ovos de S. frugiperda ocasionou a menor sobrevivéncia ninfal, porém a
combinacdo de ureddsporos de P. polysora + ovos de S. frugiperda possibilitou sobrevivéncia
e duracdo do periodo ninfal similar a dieta artificial. Doru luteipes preferiu se alimentar
durante o periodo noturno de pdélen de milho e dieta artificial, utilizando maior tempo de
alimentacéo nestes recursos.

Palavras-chave: Pdlen. Uredosporos. Ovos. Sobrevivéncia. Ninfas
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ABSTRACT

Doru luteipes is directly associated with maize crop, which offers diverse food resources,
allowing it to merge its feeding among prey such as Spodoptera frugiperda eggs, plant
resources such as pollen and also fungal structures of Puccinia polysora, causative agent of
polysorem rust. Given the availability of different food resources, the foraging behavior and
predation capacity of D. luteipes can be affected when the same plant offers all the resources
concurrently. Thus, the nymphal survival and preference between corn plant food resources
and artificial diet were evaluated. Freshly hatched nymphs of D. luteipes were exposed to
diets composed exclusively of P. polysora uredospores, S. frugiperda eggs, maize pollen,
uredospore + egg combination and artificial diet to verify that the same resources guarantee
survival and maintain their survival duration of the nymph period. Nymphs and adults of D.
luteipes with 24 and 48 hours of starvation were exposed to P. polysora uredospores, eggs of
S. frugiperda, corn pollen and artificial diet during the day and night, and the number of
choices for food was accounted for and the feeding time. Feeding exclusively with S.
frugiperda eggs caused the lowest nymph survival, but the combination of P. polysora
uredospores + S. frugiperda eggs allowed survival and duration of the nymph period similar
to artificial diet. Doru luteipes preferred to eat during the corn pollen night and artificial diet,
using longer feeding time in these resources.

Keywords: Pollen. Uredospores. Eggs. Survival. Nymphs
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1. INTRODUCAO

Doru luteipes Scudder (Dermaptera, Forficulidae), sdo predadores de habito criptico
permanecendo escondidos durante o dia e ativos a noite (Lamb 1975; Sueldo et al., 2010). Por
apresentarem comportamento tigmotatil, durante o dia ficam protegidos em contato com
superficies de plantas, tendo preferéncia por locais escuros e umidos (Jarvis et al. 2004) como
0 cartucho e a espiga das plantas de milho (Pasini et al., 2007), onde comumente sdo
encontrados ninfas e adultos (Figueiredo et al., 2006).

Um dos grandes diferenciais desse predador € a alta capacidade de predacgdo (Cruz
2007, Sueldo and Virla 2017) e a exploracdo de diversas presas em diferentes fases de
desenvolvimento, alimentando-se de ovos e formas jovens das ordens Lepidoptera,
Hemiptera, Coleoptera e Diptera (Bacci, et al., 2001; Cruz 2007; Costa et al., 2007).

Doru luteipes se alimenta também de recursos da planta de milho como pélen, sendo
considerado um predador onivoro em que o consumo do pélen aumenta a sobrevivéncia das
ninfas e a fecundidade e fertilidade de fémeas (Marucci et al., 2019).

A onivoria consiste na alimentagdo em mais de um nivel trofico e ocorre amplamente
em artropodes que habitam plantas terrestres (Pimm and Lawton, 1978; Polis 1996; Stutz and
Etling, 2011). A alimentacéo, tanto da presa quanto dos recursos alimentares vegetais, sao
difundidos entre inimigos naturais de varios artropodes-praga em ecossistemas manejados e
naturais (Coll 1996; Coll and Guerson, 2002).

Assim, os suplementos alimentares fornecidos por plantas aos predadores onivoros
podem influenciar o controle biolégico de duas formas: i) aumentando as populagbes de
predadores ou ii) reduzindo o consumo do numero de presas por predadores individuais
(Schuldiner-Harpaz 2017).

A onivoria possibilita a manutencdo de D. luteipes na area durante todo ciclo do
milho regulando pragas-chave como Spodoptera frugiperda (Smith), Helicoverpa zea
(Boddie) (Lepidoptera, Noctuidae) e diversas espécies de pulgbes. Além disso, estudos
preliminares e observacfes de campo indicaram o consumo por D. luteipes de ureddsporos de
Puccinia polysora, agente causal da ferrugem polissora em milho, evidenciando habito
micofago (Ribeiro et al., 2015).

Ao se considerar o estadio do milho suscetivel a S. frugiperda (Valicente 2015, Giolo
et al., 2002) e a ferrugem polissora (Dudienas and Dias de S& 2017, Costa et al., 2015)
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verifica-se a ocorréncia concomitante dos dois recursos, presa e uredésporos na mesma
planta.

Paralelamente, o fato de D. luteipes apresentar habito noturno cria um espago livre de
competicdo a noite como estratégia de forrageamento e de protecdo durante o dia, momento
em que sdo realizadas as aplicagdes com produtos fitossanitarios (Soares 2014; Hass 2017).
Dessa forma, a disponibilidade do alimento, o estadio de desenvolvimento e a composi¢ado
nutricional da planta, além da condicéo atual do predador influenciam diretamente na escolha
e consumo de recursos e presas preferenciais ou ndo (Coll 1996).

Relacdes entre o inseto onivoro e suas preferéncias nutricionais sdo de extrema
importancia, pois ajudam a explorar as potencialidades do controle biolégico (Vankosky; Van
Laerhoven 2015). Além disso, o habito onivoro e micofago de D. luteipes reforca a
importancia da manutencdo desse inseto nas areas de milho como consumidor de insetos-
praga e de fungos patogénicos, caracterizando-o como um potencial agente de controle
bioldgico com dupla funcéo.

Diante dessa diversidade de recursos alimentares disponiveis no milho surgem
alguns questionamentos. i) o horério de alimentagdo influencia na escolha do alimento? ii) a
preferéncia alimentar varia entre as fases jovens e adulto de D. luteipes? iii) 0 comportamento
onivoro de D. luteipes interfere na selecdo alimentar do predador? iv) D. luteipes se alimenta
tanto de ureddsporos quanto das presas presentes no milho? v) a alimentagdo exclusiva em um
dos recursos alimentares presentes no milho interfere na biologia e sobrevivéncia das ninfas
do predador?

Para responder a tais questionamentos avaliaram-se a sobrevivéncia ninfal e, a
preferéncia alimentar de ninfas e adultos de D. luteipes expostos a diferentes fontes

alimentares presentes na cultura do milho.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1.0btencéo e manutencao de Doru luteipes e Puccinia polysora

Doru luteipes

A criacdo de D. luteipes foi realizada no Laboratorio de Controle Biologico
(LCBIOL) no Departamento de Entomologia (DEN) da Universidade Federal de Lavras —
UFLA, utilizando-se gaiolas de acrilico revestidas com papel pardo, mantidas em sala
climatizada (27+2 °C, 70£10 % de UR e 12h de fotofase). Em cada gaiola foram adicionados
dieta artificial, acondicionada em formas de papel (3 cm), algoddo umedecido, papel
sanfonado e abrigo artificial constituido por canudos de polipropileno semitransparente com
altura de 10 cm e diametro de 8 mm vedados em uma de suas extremidades com algodao.

A dieta artificial foi composta por 35% de racdo de gato ® MaxCat; 27% de farelo de
trigo; 23% de levedo de cerveja; 14% de leite em p6; 0,5% de nipagin; 0,5% de acido sérbico
segundo Cruz (2009), foram triturados e homogeneizados em liquidificador. A manutencéo da
criagdo realizada semanalmente e os canudos contendo posturas, retirados e mantidos em
potes de vidro (15x10 cm), contendo dieta, para as fémeas até a eclosdo das ninfas.
Posteriormente, as ninfas transferidas para recipientes plasticos (37 x 27 cm) contendo papel
sanfonado, algoddo umedecido e dieta artificial até se tornarem adultos e as fémeas

retornavam a criacgao.

Puccinia polysora

A obtencdo dos ureddsporos de P. polysora foi realizada no laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Milho e Sorgo localizado em Sete Lagoas, MG, utilizando-se a
cultivar de milho BRS1010, suscetivel a ferrugem. Para obtencdo do indculo inicial foram
utilizados ureddsporos pertencentes a colecdo de fungos do laboratério de Fitopatologia e
previamente multiplicados em plantas mantidas em casa de vegetacdo. Para a multiplicacdo de
novos ureddsporos utilizou-se uma parte do indculo inicial o qual foi diluido em solucédo
surfactante Tween 80, mantido em erlenmeyer de 500 mL e submetido a agitacdo por meio de
um agitador magnético durante trés minutos para a homogeneizagdo da massa de ureddsporos.
Apbs agitacdo, o indculo na concentragdo de 10* ureddsporos/mL foi adicionado em

pulverizador manual de 500 mL e aplicado por meio de pulverizacdo em plantas de milho aos
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15 dias apds semeadura. As plantas foram mantidas no interior de casa de vegetacdo em vasos
de 5 Kg contendo terra e substrato comercial até o momento de coleta dos uredosporos. Os
primeiros sintomas da ferrugem, caracterizados por pustulas de formato circular a alongado de
coloracdo castanho claro a escuro, foram observados na superficie das folhas apos 15 a 20
dias da pulverizacdo. Os ureddsporos foram coletados, acondicionados em tubos de

microcentrifugacdo e mantidos em temperatura de 10 °C para utilizac@o nos bioensaios.

2.2.BIOENSAIQOS

Os bioensaios foram conduzidos no LCBIOL/ do DEN — UFLA em condigdes

controladas de temperatura (25 + 2 °C), umidade relativa (70 £ 10 %) e 12h de fotofase.

2.2.1. Sobrevivéncia

Ninfas recém-eclodidas de Doru luteipes individualizadas em recipientes plasticos
(500 mL) contendo abrigo artificial formado por canudo de polipropileno semitransparente
(10 cm de comprimento e 0,8 cm de diametro) vedado em uma de suas extremidades com
algoddo, forma de papel (3 cm) como recipiente para os alimentos e algoddo umedecido. Os
recipientes foram vedados com tecido tipo voile e mantidos em condig¢Oes controladas 27 + 2
°C, 70 £ 10 % de UR e 12h de fotofase. As parcelas foram constituidas por cinco tratamentos:
i) uredosporos de P. polysora; ii) ovos de S. frugiperda,; iii) uredosporos de P. polysora +
ovos de S. frugiperda; iv) pdlen de milho e v) dieta artificial) e 25 repeticGes até tornarem-se
adultos.

Os recipientes foram higienizados e os alimentos trocados conforme a necessidade e
diariamente, avaliado a sobrevivéncia e a duracdo do periodo ninfal até se tornarem adultos.
Os adultos foram mantidos na mesma dieta durante 30 dias, quando o experimento foi

finalizado.

2.2.2. Preferéncia alimentar

Visando determinar a preferéncia de D. luteipes entre as diversas fontes alimentares
disponiveis no milho e dieta artificial como recurso neutro e experiéncia prévia, utilizaram-se

ninfas de 1°, 2°, 3° e 4° instares e adultos de D. luteipes em teste com chance de escolha entre:
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i) ovos de S. frugiperda, ii) pélen de milho, iii) uredésporos de P. polysora e iv) dieta
artificial.

Os ovos de S. frugiperda foram provenientes da criagdo de manutencdo do
DEN/UFLA obtidos conforme metodologia descrita por Cruz (2000) e inviabilizados
previamente por meio de baixa temperatura. O polen de milho foi coletado diretamente da
inflorescéncia de diversos hibridos da planta em cultivos de milho comercial na fazenda
Muquém/UFLA na safra de 2018 e os ureddsporos provenientes da colecdo da Embrapa
Milho e Sorgo/ Sete Lagoas, MG. A dieta artificial foi a mesma utilizada na criacdo de
manutencdo dos insetos.

Objetivando simular o comportamento de predador de habito noturno, ninfas e adultos
de D. luteipes foram mantidos em inani¢do por 24 e 48 horas em tubos de ensaio contendo
algoddo umedecido como fonte de agua. Apds este periodo liberou-se um inseto no centro de
um recipiente plastico (500 mL) contendo as quatro fontes alimentares em formas de papel (3
cm) dispostas equidistantes umas das outras. Durante 10 minutos foram determinados o
alimento escolhido e o tempo de alimentacgdo utilizando-se de cronémetro.

Os testes foram realizados durante o periodo diurno na presenca de luz, entre 13 e 17
horas e noturno, entre 19 e 22 horas e na auséncia de luz, utilizando-se 20 individuos por

repeticao.

2.3.Estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se- o Software R versdo 3.4.1 (R Core Team
2017).

Os dados referentes a sobrevivéncia do periodo ninfal e sobrevivéncia total foram
submetidos a analise de Kaplan-Meier.

Os dados referentes a associacao entre escolha do alimento em func¢do do estadio de
desenvolvimento, no periodo diurno e noturno e inanigdo por 24 e 48 horas foram submetidos
a andlise do teste qui-quadrado e para 0 caso em que a frequéncia foi menor que 5 usou-se o
teste exato de Fisher. Além disso, para verificar quais 0s grupos sao diferentes uns dos outros,
usou-se um teste post hoc do qui-quadrado ao nivel de significancia de 5%. Para comparar o
tempo de alimentacdo e alimento escolhido, realizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis (p<0,05).
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3. RESULTADOS

Sobrevivéncia

A duracdo de cada instar ninfal de D. luteipes foi afetada em funcdo do alimento
ingerido, porém, o nimero de instares se manteve o0 mesmo em todos 0s recursos alimentares
testados.

A dieta a base de ovos de S. frugiperda (p<0,001) proporcionou a menor
sobrevivéncia na fase ninfal e, consequentemente, 0 nimero de ninfas que conseguiu avancar
no desenvolvimento foi significativamente menor quando comparada as demais fontes

alimentares (Figura 1, Tabela 1).

Dieta artificial
1.00 - | I ~+- Uredésporos P. polysora
~+= Ovos S. frugiperda
> jﬁ] -+~ Ovos + Uredoésporos
5 0-751 ' ~~ Pélen de milho
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Figura 1. Curvas de sobrevivéncia para a fase ninfal de Doru luteipes estimadas pelo método

ndo paramétrico de Kaplan-Meier utilizando diferentes recursos alimentares

A alimentacdo exclusiva com polen de milho proporcionou menor nimero de ninfas
sobreviventes quando comparada a dieta artificial (p=0,00379), uredosporos (p=0,00169) e
ovos + ureddsporos (p=0,00169) (Figura 1, Tabela 1).

O consumo exclusivo de uma Unica fonte alimentar pode influenciar na duracdo dos
instares bem como na duracdo do estagio ninfal e na porcentagem de mortalidade em cada

estagio de desenvolvimento de D. luteipes (Tabela 1).
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Ninfas de D. luteipes alimentadas exclusivamente com ureddsporos de P. polysora
apresentaram prolongamento da duracdo de todos os estadios ninfais e mortalidade por
estagio variando de 10 a 20% (Figura 1, Tabela 1).

Na dieta composta exclusivamente por ovos de S. frugiperda, a mortalidade ninfal
variou de 28% a 61% sendo que apenas 8% de insetos atingiram a fase adulta (Tabela 1). A
combinacdo de ovos de S. frugiperda + uredosporos de P. polysora contribuiu para
sobrevivéncia de 56% dos individuos de D. luteipes (Tabela 1).

A alimentacdo exclusiva com pélen de milho nos estadios iniciais de D. luteipes
proporcionou mortalidade que variou de 16% a 61% a qual reduziu no ltimo instar e na fase

adulta

Tabela 1. Duracdo média (dias) (xEP) dos instares de Doru luteipes expostos a diferentes
recursos alimentares, nimero de adultos (machos e fémeas), mortalidade e sobrevivéncia total
(27£1°C, 70+10 % de UR e 12h de fotofase)

Recursos alimentares

Parametros

bioldgicos Ovos de Ureddsporos Ureddsporos + Pdlen Dieta

S. frugiperda de P. polysora Ovos artificial

Duracéo em dias

1° instar 9,3+1,2 15,0+1,9 7,4+0,7 5,60,3 6,3+0,3

2° instar 7,940,5 19,04£2,2 8,840,9 8,010,2 8,5%1,2

3% instar 15,3+7,4 14,5427 8,1+0,4 9,610,2 7,0£0,4

4° instar 8,045,0 10,542,3 9,240,6 10,0£#0,5 8,4+0,4

Total 39,5+1,9 59,0+1,74 33,5+0,4 33,2+1,0  30,2+0,5

Mortalidade (%)

1°instar 28 20 8 16 8

2° instar 61 10 17 38 13

3° instar 57 20 16 62 20

4° instar 33 17 6 0 13

Adultos 0 20 7 0 14

Machos 2 6 12 2 6

Fémeas 0 4 3 3 8

Sobrevivéncia (%) 8 32 56 20 48

Preferéncia alimentar

Para D. luteipes providos de alimentacdo por 24 horas e expostos as fontes alimentares
a noite, houve associacdo entre os recursos alimentares e o estddio de desenvolvimento

(p=0,03). Na combinacdo par a par dos recursos alimentares, houve diferenca estatistica
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significativa na combinacdo dieta artificial vs. pélen (Tabela 2). Tal combinagdo também
resultou no maior nimero de escolhas de ninfas e adultos de D. luteipes (Tabela 3).

O tempo gasto durante a alimentagcdo noturna e inanicdo por 24 horas por ninfas e
adultos de D. luteipes foi significativo para ninfas de segundo instar (p= 0,02604). Para as
combinac0es dieta vs. ureddsporos (p=0,0223) e dieta vs. pdlen (0,0292) as ninfas de segundo
instar se alimentaram mais tempo na dieta (Figura 2 C).

Com o aumento do periodo de inanicdo para 48 horas e a exposicdo a fontes
alimentares a noite, ndo houve dependéncia entre os recursos alimentares e o estagio de
desenvolvimento de D. luteipes (p=0,25).

O tempo gasto durante alimentacdo noturna e inanicdo por 48 horas foi significativo
somente para adultos na combinagdo dieta vs. pdlen que alimentam-se por mais tempo no
polen (p=0,0083) (Figura 2 J).

Para D. luteipes providos de alimentacdo por 24 horas (p=0,66) e 48 horas (0,06)
durante o dia ndo houve dependéncia entre o recurso alimentar e estagio de desenvolvimento.

N&o houve diferenca estatistica significativa para o tempo de alimentagdo durante o
dia em funcdo dos recursos alimentares, dos periodos de inanicdo e dos estagios de
desenvolvimento.

Por se tratar de um predador noturno, somente a noite foi possivel constatar associacdo

da escolha entre as diferentes fontes alimentares e os estagios de desenvolvimento.

Tabela 2. Valores de P oriundos da combinacdo par a par entre a preferéncia alimentar das
ninfas e adultos de Doru luteipes expostos a diferentes fontes alimentares no periodo noturno

e inanig&o por 24 horas

Ureddsporos Ovos

Tratamento P . Pdlen de Milho
. polysora S. frugiperda
Dieta artificial p=0,1777 p=0,2828 p=0,0054*
Ureddsporos P. polysora - p=0,8710 p=0,2828
Ovos S. frugiperda - - p=0,2828

" Teste exato de Fisher (p <0,05)
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Tabela 3. Porcentagem de escolha das ninfas e adultos de Doru luteipes em inanigéo por 24 e
48 horas expostos a diferentes fontes alimentares durante o periodo noturno

Inanicdo por 24 horas durante o periodo noturno

Fontes alimentares Fases de desenvolvimento
instar 1 Instar2 Instar3 Instar4 Adulto
Dieta artificial 19,0 23,8 0 14,3 42,8
Uredosporos P. polysora 24,3 13,5 21,6 21,6 18,9
Ovos S. frugiperda 18,2 18,2 27,3 9,1 27,3
Polen de milho 16,2 25,8 29,0 25,8 3,2
Inanicao por 48 horas durante o periodo noturno
Fontes alimentares Fases de desenvolvimento
instar 1 instar2 Iinstar3 Iinstar4 Adulto
Dieta artificial 21,7 13,0 21,7 13,0 30,4
Uredosporos P. polysora 20,0 32,0 16,0 12,0 20,0
Ovos S. frugiperda 30,7 30,1 0 30,0 7,7
Polen de milho 15,4 12,8 28,2 25,6 17,9
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Figura 2. Tempo de alimentacdo noturna de Doru luteipes em diferentes fontes alimentares apos
inanicao de 24 e 48 horas. (A) ninfas de primeiro instar e inani¢do de 24 horas (p=0,16), (B) ninfas de
primeiro instar e inani¢do de 48 horas (p=0,07), (C) ninfas de segundo instar e inanicdo de 24 horas
(p=0,02*), (D) ninfas de segundo instar e inanicao de 48 horas (p=0,60), (E) ninfas de terceiro instar e
inanic&o de 24 horas (p=0,17), (F) ninfas de terceiro instar e inani¢éo de 48 horas (p=0,25), (G) ninfas
de quarto instar e inani¢do de 24 horas (p=0,84), (H) ninfas de quarto instar e inani¢do de 48 horas
(p=0,67), (1) adulto e inanicdo de 24 horas (p=0,14), (J) adulto e inanicdo de 48 horas (p=0,02*)
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DISCUSSAO

Embora D. luteipes seja citado como um importante predador natural de ovos de S.
frugiperda, na presenca de p6len de milho o predador preferiu se alimentar desta outra fonte e
a alimentacdo exclusiva com ovos de S. frugiperda proporcionou elevada mortalidade ninfal.

Resultados semelhantes foram obtidos por Marucci et al., (2019) em que a alimentagédo
exclusiva de D. luteipes com ovos de S. frugiperda proporcionou mortalidade de 33 em
relacdo a dieta compostas por poélen de milho e combinacao de pdlen + afideo que resultou
64% de sobrevivéncia. Pasini et al., (2007) observaram sobrevivéncia de 75% para
alimentacéo exclusiva de D. luteipes em ovos de S. frugiperda.

A combinacdo de ovos de S. frugiperda e uredésporos de P. polysora aumentou a
sobrevivéncia, sem alteracdo na duracdo total da fase ninfal, resultados similares ao obtido na
dieta artificial. Esse resultado ressalta a necessidade que o predador tem por uma dieta
diversificada. Sob esta perspectiva, D. luteipes tem potencial em reduzir presas e estruturas
fangicas em milho, principalmente na fase reprodutiva da cultura em que a presenca de polen
pode atrair esse predador.

Fontes alimentares como poélen, seiva, néctar e fungos sdo considerados alimentos
alternativos de grande importancia para alguns grupos de insetos predadores (Pemberton and
Vandernberg 1993, Lundgren 2009), que podem ser consumidos mesmo com grande oferta de
sua presa preferencial, pois constituem importante fonte nutricional rica em vitaminas (Pereira
et al., 2006) que suprem as necessidades nutricionais destes predadores (Guedes, 2013). Os
beneficios especificos resultantes do consumo dependem do estagio de desenvolvimento do
predador, bem como da qualidade nutricional dos alimentos ingeridos e de como a
combinacdo das dietas atendem as necessidades nutricionais em determinado momento
especifico de desenvolvimento do inseto (Pearson et al., 2011). Trata-se de um sistema
complexo, com diversas interagdes simultaneas em que, uma acdo pode interferir no
desempenho da outra e ainda com atuacédo direta de fatores como idade, sexo e condigdes
ambientais (Simpson and Raubenheimer 1995).

A exposicdo a uma Unica fonte alimentar interferiu diretamente no desenvolvimento
de ninfas o que pode estar relacionado a ndo adequacao do alimento a fase em que o inseto se
encontra (Guedes, 2013), pois ndo atende a demanda nutricional, impossibilitando que o
inseto consiga se desenvolver normalmente. O déficit nutricional nas fases iniciais de

desenvolvimento aumenta significativamente a mortalidade e compromete a fase adulta
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(Hodek and Honek, 1996; Hodek et al., 2012) influenciando ainda nos parametros
reprodutivos.

Observou-se que o consumo exclusivo de ovos de S. frugiperda, ureddsporos de P.
polysora e pélen de milho, ocasionaram elevada mortalidade das fases iniciais de D. luteipes,
indicando que tais alimentos podem atuar como complementares, mas ndo exclusivos para o
desenvolvimento ninfal.

Embora D. luteipes se alimentou e conseguiu completar seu ciclo exclusivamente com
uredosporos, este alimento pode ser considerado alternativo, por possibilitar sua permanéncia
no campo, mas por outro lado, prolonga a duracdo da fase jovem e aumenta a mortalidade
ninfal. Resultado semelhante foi observado com a alimentacdo exclusiva de D. luteipes com
polen, alimento importante para adultos (Marucci et al., 2019), mas que ndo propiciou um
bom desenvolvimento ninfal.

Os testes de preferéncia alimentar indicaram conforme relatado por outros autores
(Nonino et al., 2007; Naranjo-Guevara et al., 2017) maior atividade deste predador no periodo
noturno e preferéncia dos individuos jovens e adultos pelo pdlen de milho, assim como pela
dieta artificial, alimento padrdo utilizado na criacdo de manutengdo de D. luteipes. No
entanto, a alimentacdo exclusiva com polen pelos instares iniciais ndo permitiu um bom
desenvolvimento, destacando a necessidade da diversidade alimentar para esse inseto,
compativel com o hébito onivoro.

Os ganhos com a alimentacdo complementar de predadores variam de acordo com o
estagio de desenvolvimento em que se encontram justificando assim as diferentes escolhas
dos alimentos pelas ninfas e adultos (Van kosky and Van Laerhoven, 2015). As fémeas de
Forficula senegalensis Serville (Dermaptera: Forficulidae) para ovipositar precisam de uma
dieta mais rica, composta por polen ou presa animal. As dietas a base de pdlen ou de ovos e
larvas de lepiddpteros constituem alimento de melhor qualidade para F. senegalensis, as quais
garantem um alto percentual de fémeas férteis, e permitem que algumas fémeas fagcam uma
segunda oviposicdo (Boukaret et al., 1998).

Nos testes realizados no periodo diurno, mesmo ap6s 48 h de inani¢do que segundo
Naranjo-Guevara et al., (2017) simula o habito noturno ndo foi possivel determinar a
preferéncia alimentar das ninfas e adultos do predador, indicando que durante este periodo ele
tende a ficar mais escondido na planta de milho.

Os dermapteros sdo conhecidos por viverem em fendas escuras e umidas,

principalmente agregados (Walker et al., 1993; Hehar et al., 2008; Torres et al., 2009;
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Campos et al., 2011). Eles apresentam tigmotaxia e, portanto, buscam contato direto com
plantas e coespecificos (Weyrauch, 1929), sendo que a planta de milho fornece o abrigo ideal
para esses insetos durante o dia. No periodo noturno, adultos de D. luteipes estdo mais ativos
e avidos a forragear e dispendem maior tempo para se alimentar de polen.

Assim, o habito onivoro e micofago de D. luteipes pode ser uma vantagem por
permitir a sobrevivéncia de um agente de controle biolégico que ao mesmo tempo tem a
disposicdo uma dieta diversificada composta por ovos, ureddsporos e pdlen de milho. No
entanto, o consumo de ureddsporos e a manutencdo de sua viabilidade apds o processo
digestivo pode ser uma via de dispersdo do patdgeno, que associado ao comportamento
subsocial e a busca por contato direto com plantas e coespecificos pode facilitar sua disperséo,

0 qual precisa ser investigado.

4. CONCLUSOES

A duracdo do periodo ninfal bem como a sobrevivéncia de D. luteipes sdo afetadas
pelo recurso alimentar disponivel no milho com melhores resultados para a dieta a base da
combinacgéo de ureddsporos de P. polysora e ovos de S. frugiperda.

Apenas no periodo noturno, ninfas e adultos de D. luteipes providos de alimentacao
por 24 h, escolhem pdlen de milho e dieta artificial e gastam maior tempo de alimentacéo

nestas dietas.
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ARTIGO 2: PRIMEIRO RELATO DA DISPERSAO DE UREDOSPOROS DE
Puccinia polysora (UNDERW) POR Doru luteipes (SCCUDER) (DERMAPTERA:
FORFICULIDAE) EM MILHO
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RESUMO

O predador Doru luteipes explora diferentes recursos alimentares na cultura do milho, sendo
considerado um inseto onivoro e micéfago por consumir estruturas fangicas de Puccinia
polysora, agente causal da ferrugem polissora. No entanto, ndo se sabe se também pode atuar
como um agente dispersor de propagulos fangicos. O objetivo deste trabalho foi verificar se a
passagem dos ureddsporos pelo trato digestivo de D. luteipes inviabiliza a germinacdo ou se
ha dispersdo de uredosporos e assim, elucidar essa relagdo de micofagia: mutualistica ou
antagbnica. Adultos e ninfas de D. luteipes foram expostos a ureddsporos de P. polysora e as
suspensdes provenientes das fezes inoculadas em plantas de milho para comprovacdo da
sintomatologia e quantificacdo do numero de pustulas. Doru luteipes se alimenta de
uredosporos de P. polysora e a passagem pelo trato digestivo nédo inviabiliza completamente
sua germinacgdo, podendo, mesmo em pequenas proporgdes atuar como agente dispersor da
ferrugem polissora em campo.

Palavras-chave: Ferrugem polissora. Tesourinha. Ured6sporos. Dispersao
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ABSTRACT

The predator Doru luteipes explores different dietary resources in the corn crop, being
considered an omnivorous insect and mycophagus for consuming fungal structures of
Puccinia polysora, causative agent of polysoral rust. However, it is not known whether it can
also act as a fungal propagating agent. The objective of this work was to verify if the passage
of the uredospores through the digestive tract of D. luteipes makes germination unfeasible or
if there is dispersion of uredospores and, thus, to elucidate this relation of mycophagy:
mutualistic or antagonistic. Adults and nymphs of D. luteipes were exposed to P. polysora
uredospores and suspensions from feces inoculated in corn plants to confirm the symptoms
and quantify the number of pustules. Doru luteipes feeds on P. polysora uredospores and its
passage through the digestive tract does not completely preclude its germination and can
even, in small proportions, act as a dispersing agent for polysoral rust in the field.

Keywords: Southern rust. Earwig. Uredospores. Germination
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1. INTRODUCAO

Analises moleculares revelaram que o intestino da tesourinha Doru luteipes (Sccuder)
(Dermaptera: Forficulidae) tem alta riqueza de simbiontes (nove géneros), plantas, fungos e
bactérias ndo simbiontes. Entre as espécies de fungos destacaram-se as das classes
Streptophyta, Ascomycota e Basidiomycota (Paula et al. 2016) evidenciando a diversidade no
habito alimentar deste inseto.

H& evidéncias de que insetos da ordem Dermaptera se alimentam de estruturas
fangicas (Lawrence 1989; Hass 2012) e de que D. luteipes consome uredosporos de P.
polysora (Ribeiro et al. 2015), o que a coloca como um potencial agente para controle
bioldgico da ferrugem polissora em lavouras de milho.

A ferrugem polissora, causada pelo fungo Puccinia polysora Underwood
(Pucciniaceae) (Dudienas et al. 2017) tem importancia econémica em &reas tropicais e
subtropicais (Raid et al. 1988, Agarwal et al. 2001). Os danos estéo relacionados a reducdo de
area foliar e vigor das plantas bem como a reducdo do peso dos gréos, além de senescéncia
precoce e acamamento das plantas (Costa et al. 2015), podendo reduzir a produtividade em
até 65% (Colombo et al. 2014).

Nas folhas ha formacdo de pequenas pustulas de formato circular e de coloragédo
marrom clara, predominantemente na face superior. A principal forma de dispersdo dos
ureddsporos de P. polysora é pelo vento, sendo sua sobrevivéncia em campo dependente de
hospedeiros vivos, pois se trata de um patdégeno biotréfico (Dudienas et al. 2013).

Doru luteipes € tradicionalmente reconhecida como um fator chave de mortalidade de
0vos e pequenas lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), a
principal praga do milho e de outras culturas na América Neotropical (Reis et al. 1998;
Sueldo et al. 2010).

Além disso, como D. luteipes se alimenta de ureddsporos de P. polysora poderia
também atuar como dispersor de propagulos flngicos, caso o processo digestivo nao
inviabilize os ureddsporos?

Até entdo o unico relato de uma possivel transmissdo de P. polysora por insetos foi
feito por Turner et al. (1974) com Aphis dorsata Fabr. (Hymenoptera: Apidae), ap0s visitar
plantas de milho com alta incidéncia de ferrugem nas folhas e colmos. Segundo os autores,
essa espécie poderia contribuir para dissemina¢do do fungo por meio de pdlen contendo

uredosporos de P. polysora, porém este relato ndo foi confirmado.
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Chen et al. (2014) verificaram que a passagem do fungo Lysuru smokusin (L.) Fr.
(Phallaceae) através do intestino de Anisolabis maritima (Bonelli) (Dermaptera:
Anisolabididae), aumentou significativamente a taxa de germinagdo dos esporos e, que a
dispersdo via fezes pode ser um importante mecanismo de propagacdo de estruturas
reprodutivas fangicas.

Assim, investigar a relacdo de micofagia entre D. luteipes e P. polysora, é importante
para, sobretudo, responder a dois questionamentos: i) os ureddosporos de P. polysora sdo
inviabilizados apds passagem pelo trato intestinal de D. luteipes? ii) D. luteipes atua como
agente dispersor ou regulador de P. polysora?

Este trabalho teve como objetivos determinar se os ureddsporos de P. polysora,
ingeridos pelos diferentes estagios de D. luteipes sdo inviabilizados durante o processo
digestivo e definir o tipo de relacdo (antagdnica ou mutualistica) estabelecida entre D. luteipes

e P. polysora em milho.
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2. MATERIAL E METODOS

Obtencao e manutengéo de Doru luteipes e Puccinia polysora

Doru luteipes

A criacdo de D. luteipes foi realizada no Laboratério de Controle Bioldgico
(LCBIOL) no Departamento de Entomologia (DEN) da Universidade Federal de Lavras —
UFLA utilizando-se gaiolas de acrilico revestidas com papel pardo, as quais foram mantidas
em sala climatizada (27+2 °C, 7010 % de UR e 12h de fotofase). Em cada gaiola foram
adicionados dieta artificial acondicionada em formas de papel (3 cm), algodd&o umedecido,
papel sanfonado e abrigo artificial constituido por canudos de polipropileno semitransparente
com altura de 10cm e diametro de 8mm vedados em uma de suas extremidades com algodao.

A dieta artificial foi composta por 35% de racdo de gato ®MaxCat; 27% de farelo
de trigo; 23% de levedo de cerveja; 14% de leite em po; 0,5% de nipagin; 0,5% de &cido
sorbico segundo (Cruz 2009), os quais foram homogeneizados em liquidificador. A
manutencao da criacdo foi realizada semanalmente e os canudos contendo posturas, retirados
e mantidos em potes de vidro (15 x 10 cm) contendo dieta para as fémeas até a eclosdo das
ninfas. Posteriormente, as ninfas foram transferidas para recipientes plasticos (37 x 27 cm)
contendo papel sanfonado, algoddo umedecido e dieta artificial até se tornarem adultos e as

fémeas retornavam a criacao.

Puccinia polysora

A obtencdo dos ureddsporos de P. polysora foi realizada no laboratorio de
Fitopatologia da Embrapa Milho e Sorgo localizado em Sete Lagoas, MG, utilizando-se a
cultivar de milho BRS1010, considerada suscetivel a ferrugem.

O in6culo inicial foi composto por uredosporos pertencentes a colecdo de fungos do
laboratério de Fitopatologia e previamente multiplicados em plantas em casa de vegetacéo.
Para a multiplicacdo de ureddsporos utilizou-se parte do in6culo inicial o qual foi diluido em
solucdo surfactante Tween 80, mantido em erlenmeyer de 500 mL e submetido & agitagdo por
meio de um agitador magnético durante 3 minutos para a quebra da massa de uredsporos.
Apo0s agitacdo, o inoculo foi adicionado em pulverizador manual de 500 mL e aplicado por

meio de pulverizacdo em plantas de milho com 15 dias apds semeadura. As plantas foram
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mantidas no interior de casa de vegetacdo em vasos de 5 Kg contendo terra e substrato
comercial. Os primeiros sintomas da ferrugem foram observados na superficie das folhas ap6s
15 a 20 dias da pulverizacéo. Parte dos ureddsporos foram coletados, acondicionados em
tubos de microcentrifugacdo e mantidos em temperatura de 10 °C para utilizacdo no bioensaio
| e parte coletada juntamente com as folhas de milho para o bioensaio I1.

O teor de nitrogénio dos recursos alimentares presentes na planta de milho foi
realizado na Embrapa Milho e Sorgo utilizando 0,100 g de p6len de milho, de ovos de S.
frugiperda e de ureddsporos de P. polysora e, posterior analise pelo método de Dummas para
nitrogénio total conforme AOAC (1995).

Utilizou-se um Analisador de Nitrogénio (marca Leco, modelo FP-528) para leitura
das amostras liofilizadas e, posterior multiplicacdo dos resultados obtidos pelo fator 6,25 para
a obtencdo do teor de proteina bruta.

Em funcdo da dificuldade de obtencdo de ureddsporos de P. polysora em grande

quantidade somente foi possivel realizar as analises do contetdo de nitrogénio e proteina.

3. BIOENSAIOS

Os bioensaios foram conduzidos nos Laboratérios de Fitopatologia e Entomologia da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas,
MG.

Bioensaio I: Viabilidade e infectividade de uredésporos de Puccinia polysora excretados
por Doru luteipes

A quantificacdo inicial dos uredosporos foi realizada adicionando 0,003 g de
uredosporos em solucdo surfactante Tween 80 a qual foi contabilizada em cémara de
Newbauer. Posteriormente, 1 mL da suspensdo de uredosporos foi inoculada em placas de
Petri contendo meio agar-agua para avaliacdo da germinacdo em meio artificial. A suspensdo
foi espalhada com o auxilio de uma alca drigalski e as placas foram mantidas em camara de
crescimento a 27 °C e luz continua durante 24 horas. A avaliacdo da germinacédo foi realizada
em microscopio optico, 24 horas apds a inoculagéo.

Visando determinar se os uredosporos de P. polysora ingeridos por D. luteipes séo
inviabilizados durante o processo digestivo, 40 ninfas de cada instar e adultos (machos e

fémeas) foram mantidos individualizados e em inanicdo por 48 horas em recipientes plasticos
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(50 mL) contendo algoddo umedecido. Apoés este periodo, os insetos foram transferidos para
recipientes plasticos (500 mL), vedados com tecido voile contendo algoddo umedecido e
ureddsporos de P. polysora dispostos em formas de papel (3 cm), para a alimentagcdo ad
libitum durante 24 horas.

Apbs o periodo de alimentacdo, os esporos ndo consumidos foram separados dos
insetos e as fezes resultantes da alimentacdo de cada dez individuos (ninfas de cada instar e
adultos) foram coletadas e pesadas, resultando em quatro repeticoes.

As fezes foram pesadas em balanca de precisdo analitica, maceradas com auxilio de
um bastdo de vidro e, posteriormente transferidas para tubo de ensaio contendo 9 mL de
solucéo surfactante Tween 80 a qual foi agitada em agitador magnético durante trés minutos a
fim de separar e homogeneizar os ured4sporos.

Das suspensdes obtidas nas quatro repeticGes, trés foram utilizadas para a inoculagéo
das plantas de milho da cultivar BRS1010 e uma para quantificacdo de ureddsporos em
camara de Newbauer e germinacdo em placa contendo meio agar-agua.

A inoculacdo da suspensdo de ureddsporos foi realizada por meio de pulverizador
manual (500 mL) em plantas de milho BRS1010 em estadio V6, mantidas em vaso de 5 Kg.

Cada repeticdo foi composta por um vaso contendo trés plantas, sendo os tratamentos
assim constituidos: i) uredésporos que passaram pelo trato digestivo de ninfas e adultos de D.
luteipes, ii) uredosporos que nao passaram pelo trato digestivo de D. luteipes (controle
positivo) e iii) &gua + Tween (controle negativo). A avaliacdo da sintomatologia da doenga foi
realizada 15 dias apds inoculacdo dos uredosporos por meio da contagem do nimero de
pustulas presentes na primeira e na segunda folha definitivas na parte superior de cada planta.

Bioensaio I1: Viabilidade e infectividade de uredésporos de Puccinia polysora
excretados por Doru luteipes diretamente em folhas de milho

Para obtencdo de ureddsporos, sete dias antes do confinamento das ninfas, doze
plantas de milho BRS1010 em estadio V6 foram inoculadas com ureddsporos de P. polysora,
conforme metodologia descrita anteriormente.

Visando-se determinar se os uredosporos de P. polysora ingeridos por D. luteipes sdo
inviabilizados durante o processo digestivo, 22 ninfas de quarto instar de D. luteipes
provenientes na criacdo de manutencdo do laboratério de Entomologia da Embrapa Milho e
Sorgo e em inanicdo por 24 horas foram individualizadas em placas de Petri (90 x 15 mm)

vedadas com filme plastico e algoddo umedecido.
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As duas primeiras folhas do milho contendo pustulas de P. polysora foram retiradas
das plantas e acondicionadas em 22 placas de Petri contendo uma ninfa de D. luteipes e
algoddo umedecido. Posteriormente, a placa foi vedada com filme plastico.

Quarenta e oito horas apds a exposicao as folhas com ureddsporos houve emergéncia
dos insetos adultos, os quais foram liberados em plantas de milho BRS 1010 sadias em
estadio V6, mantidas em casa de vegetacdo. Cada vaso (5 Kg) contendo uma planta de milho
e um individuo de D. luteipes foi envolvido por um suporte de ferro e coberto com um saco de
voile preso ao fundo com eléstico.

O tratamento testemunha foi composto por 10 adultos de D. luteipes retirados
diretamente da criacéo e liberados em 10 plantas de milho sadias. Quarenta e oito horas apés a
liberacgdo foi realizada a verificagcdo da presenca de D. luteipes nas plantas, e posterior retirada
da mesma. A avaliagdo da sintomatologia da doenga foi realizada 15 dias ap0s liberacdo das

tesourinhas por meio da contabilizacdo visual do nimero de pustulas por planta.

RESULTADOS

Bioensaio |

Foi possivel comprovar que tanto as ninfas quanto os adultos de D. luteipes se
alimentam e excretam uredosporos, reduzindo a quantidade de uredésporos/mL (Tabela 1).

Os uredosporos presentes nas fezes de ninfas a partir do segundo instar e adultos de D.
luteipes inoculados em meio contendo agar-agua ndo germinaram. Porém, quando inoculados
em plantas de milho sadias, foi possivel constatar o desenvolvimento de pustulas
caracteristicas de P. polysora, indicando que o processo digestivo de D. luteipes néo
inviabilizou completamente os ureddsporos (Tabela 1). Além disso, o inéculo oriundo das
fezes de ninfas de segundo e terceiro instares produziram mais pustulas em relacdo as ninfas
de quarto instar e adultos. Observou-se também que, depois de excretados por D. luteipes 0s

uredosporos ficaram fragmentados.
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Tabela 1. Numero médio de ureddsporos (£ erro padrao) de Puccinia polysora/ mL e nimero
médio de pustulas (£ erro padrdo) de P. polysora em plantas de milho da cultivar BRS1010

inoculadas com suspensdo de ureddsporos contidos nas fezes de ninfas e adultos de Doru

luteipes.
Tratamentos Ureddsporos/mL Ureddsporos/mL Pustulas/
Inicial nas fezes Planta

2° instar D. luteipes 3,8x10*+ 0,08x10* 0,4 x10"+0,5x10* 53+16
3° instar D. luteipes 3,8 x10"+ 0,08x10" 0,9 x10* + 0,2x10* 8,0+ 1,0
4° instar D. luteipes 10,3 x10%+ 0,2 x10* 1,2 x10* + 5,6x10* 0,6 £0,6
Adultos D. luteipes 10,3 x10*+ 0,2 x10* 1,3 x10* + 6,8x10* 0,6 +0,3
Controle positivo -- -- 7,6£4.8

(ureddsporos)

Controle negativo (agua) 0
Bioensaio |1

Apos a exposicdo das ninfas de D. luteipes em folhas de milho contendo ureddsporos
de P. polysora, e posterior liberagdo em plantas sadias de milho, verificou-se o
desenvolvimento de pustulas caracteristicas da ferrugem polissora em 4,5% das plantas da
cultivar BRS 1010. Nas plantas contendo D. luteipes provenientes da criacdo e, portanto, sem
exposicdo aos uredosporos ndo houve formacdo de pustulas.

Né&o foi possivel visualizar fezes de D. luteipes nas plantas de milho e apenas 13,6%
dos individuos expostos aos ureddsporos e 10% ndo expostos, respectivamente foram
recuperados nas plantas apds 48 h de liberagéo.

Em relacdo ao contetdo de nitrogénio e proteina presentes nos recursos alimentares,
verificaram-se valores similares para ureddsporos de P. polysora e poélen de milho. Com
relacdo aos ovos de S. frugiperda, tanto a porcentagem de nitrogénio quanto de proteina

foram trés vezes superiores aos encontrados para polen e uredosporos (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de nitrogénio e proteina em ovos de Spodoptera frugiperda, pélen de

milho e ureddsporos de Puccinia polysora

Dieta Nitrogénio (%) Proteina (%)

Ureddsporos Puccinia polysora 3,82 29,90
Ovos Spodoptera frugiperda 10,2 63,75
Pdlen de milho 3,41 21,31
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DISCUSSAO

A manifestacdo dos sintomas caracteristicos da ferrugem polissora em algumas
plantas de milho, resultante do indculo formado por uredésporos contidos nas fezes de D.
luteipes indica que os mesmos ndo foram totalmente inviabilizados pelo processo digestivo.
Dessa forma, embora o0 inseto se alimente dos ureddsporos e reduza o nimero de estruturas
fangicas e pastulas é possivel que ocorra dispersdo do fungo por meio das fezes em condic6es
de campo.

Ao passar pelo trato digestivo de D. luteipes, os uredosporos ndo foram
completamente inviabilizados, mas em contrapartida ndo houve germinacdo e aumento na
quantidade de ureddsporos. As pustulas de P. polysora contém nitrogénio e proteina, fato que
as tornam atrativas e nutricionalmente importantes para predadores.

Os inoculos oriundos das fezes a partir do segundo instar e adulto de D. luteipes ndo
germinaram em meio artificial. Tal dificuldade estd relacionada com as necessidades
especificas do patdgeno e se utilizar de um inseto comum na cultura do milho para disperséo,
pode ser uma vantagem adaptativa do fungo causador da ferrugem.

Insetos podem se beneficiar da alimentacdo de estruturas fungicas sem realizar a
dispersdo do mesmo (Rech et al. 2012). Esse tipo de relacdo € caracterizado como antagbnica
e, portanto interessante sob o ponto de vista da possibilidade de reducdo dessas estruturas
fangicas, o que caracteriza o inseto como um agente de controle bioldégico. A joaninha
Psylobora confluens consegue completar seu ciclo de vida se alimentando do fungo Erypheci
choracearum em folhas de quiabeiro conforme relatado por Cividanes et al.(2007) sendo
portanto, agente de controle biolégico deste fungo.

No caso de mutualismo, tanto o inseto quanto o fungo podem ser beneficiados como
acontece com A. maritima que por meio de suas fezes atua como agente dispersor do fungo L.
mokisin atraindo insetos sapréfagos e outros agentes dispersores (Chen et al. 2014).

Ninfas de segundo e terceiro instares apresentaram maior potencial em disseminar a
ferrugem do que insetos adultos e ninfas de quarto instar, o que pode estar relacionada ao
tamanho e constituicdo do intestino de D. luteipes. Segundo Terra (1988), o sistema digestivo
dos insetos pode sofrer variagdes morfoldgicas, funcionais e digestivas de assimilacdo de
nutrientes nos mais diversos tipos de alimentos em funcédo dos estagios de desenvolvimento.

As variacdes no trato intestinal estdo relacionadas ao tipo de alimentacdo dos insetos

(Terra 1990, Triplehorn & Johnson 2013) e como D. luteipes é um inseto onivoro (Haas et al.
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2012) esta diversidade alimentar pode influenciar diretamente no desenvolvimento do sistema
digestivo.

Apesar das ninfas apresentarem potencial na disseminacdo da ferrugem, elas
possuem baixa mobilidade entre plantas na area. Por ndo possuirem asas e devido ao seu
comportamento tigmotatil (Jarvis et al. 2004) e ao cuidado maternal da progenitora (Butnariu
et al. 2013) tendem a permanecer agregadas proximo ao local onde eclodiram durante toda a
duracédo do periodo ninfal (Reis et al. 1988), 0 que podem restringir a area de disseminagdo da
doenca.

Segundo Hass (2012), o voo dos dermépteros geralmente é usado para disperséo e
para acesso a novas fontes de alimentos que séo bastante variadas no milho (presas diversas,
polen e estruturas flngicas). Assim, numa mesma planta de milho, D. luteipes convive com
vérias fontes alimentares sem a necessidade de dispersdo e possivelmente a disseminagdo da
doenca entre as plantas.

Este inseto onivoro encontra e consome presas e estruturas fungicas e, como
observado neste trabalho apresentam potencial de disseminacdo da doenga, 0 que precisa ser
melhor explorado. Assim, os dados apresentados com relacdo ao papel de D. luteipes na
disseminacdo da ferrugem s&o ainda preliminares e servirdo de base para nortear trabalhos
futuros. Estudos mais precisos sobre o funcionamento do sistema digestério de insetos
onivoros, como D. luteipes sdo de extrema importancia para definicdo de seu papel como
agente de controle biol6gico de pragas e doencas na cultura do milho.

Sendo assim, este trabalho constitui o primeiro relato de disseminacdo de
uredosporos de P. polysora por D. luteipes. Os dados embora preliminares, servirdo de base

para nortear trabalhos futuros.

CONCLUSOES

Os ureddsporos de P. polysora ndo sdo completamente inviabilizados apds passagem
pelo trato intestinal de D. luteipes.
Ninfas e adultos de D. luteipes podem atuar como dispersores de P. polysora

apresentando uma relacéo de micofagia mutualistica.
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