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1 InTRODUGAO

Na Tese de Mestrado apresentada pela Autora, foi constatado que o
difluorobenzon adicionado a dieta das larvas de Spodoptera §rugiperda, em
varios instares e a diferentes concentragoes, provocava distirbios mos
processos das mudas larvais, na passagem do estado de larva para o de pu-
pa e do de pupa para o adulto. Estes processos nao se completavam numa
determinada porcentagem de individuos, sobrevindo sua morte, podendo ob-
servar-se nas Figs. 1-4 todas as anomalias verificadas na muda larval e
nas metamorfoses de larva para pupa e de pupa para adulto, como conse-
quencia dos tratamentos realizados no estado de larva. As alteragoes mor-

fologicas constatadas nos diferentes estagios do seu desenvolvimento fo-
ram:

® larvas com muda parcialmente completa, porem a capsula cefalica
velha ou a pele dos segmentos abdominais continuavam aderentes;

® Producao de pupas e de adultos anormais.

Estes resultados incentivaram a Autora a investigar a agao letal
do difluorobenzon sobre as larvas de S. grugipenrda tratadas ém varias
idades, a influencia desse tratamento sobre o potencial reprodutivo dos
adultos resultantes e as alteragoes que ocorrem no tegumento das larvas,
utilizando para tanto a microscopia oOptica e a eletronica, pesquisa es-
sa que constitui a sua Tese de Doutoramento.



Fig. 1.

Fig. 2.

15 x

Larva tratada de Spodoptera frugiperda no 59 instar (11 dias de
idade), logo apos a morte, durante a muda para o 69 instar.

10 x

Aspecto da larva tratada de Spodoptera frugiperda, na muda do
59 para o 69 instar, mas cujo processo se realizou so ate o 29
segmento toracico.



Fig. 3.

Fig. 4.

15 x

Anomalias verificadas na passagem de pupa para adulto, podendo
observar-se a existencia de olhos compostos, aparelho bucal, 19
par anterior de patas e as antenas, quando as larvas foram tra-
tadas no 69 instar.

10 x

Adulto anormal de Spodoptera frugiperda. Vista ventral, para
mostrar a nao formagcao das asas.



2 REvisAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGRO LETAL DO DIFLUOROBENZON E SUA INFLUENCIA
SOBRE O POTENCIAL REPRODUTIVO DOS INSETOS

Analisando a bibliografia, pode observar-se que o difluorobenzon
tem mostrado boas caracteristicas como esterilizante, especialmente para
coleopteros e dipteros, porem no que se refere a lepidopteros, as referen-
cias bibliograficas sao escassas.

Moore & Taft (1975); Taft & Hopkins (1975); MclLaughlin (1976),
Ganyard et al. (1977); Lloyd et al. (1977); Oliver et al. (1977);
Villavaso et at. (1977) e Earle et al. (1979), trabalhando com Antho-
nomus ghandis (Col., Curculionidae), constataram que a viabilidade dos
ovos foi reduzida quando se acasalaram femeas normais com machos trata-
dos com difluorobenzon, pois estes apresentaram incoordenagao de movi-
mentos, que se refletiam numa penetragao parcial do edeago, provocando
uma menor transferencia de esperma.

Schroeder et af. (1976) testaram o efeito ovicida do difluoroben-
zon nos ovos de Diaprepes abbreviatus (Col., Curculionidae), tendo havi-
do uma redugao na porcentagem de ovos ferteis de 71 para 15%. Schroeder
& Sutton (1978), trabalhando com a mesma espéecie, constataram que o tra-
tamento com difluorobenzon, 25% PM, reduziu o potencial de reprodugao
desta especie durante quatro semanas apos o tratamento. ,

Por outro lado, Calkins etaf. (1977) trabalharam com Conotrache-
Lus nenuphar (Colw., Curculionidae) e constataram que a ingestao do pro-
duto nao impede o acasalamento e a oviposicao, mas reduz onumero de lar-
vas que atingem o Ultimo instar, em todos os tratamentos, durante os pri-
meiros seis dias de oviposigao. A razao de sexos determinada foi de 1:1,
a qual indica que o produto afeta ambos os sexos de igual modo.

Wright & Harris (1976); Kunz et af. (1977); Pickens & De Milo
(1977) e Ivie & Wright (1978) testaramo difluorobenzon nas espécies Szo-
moxys caleithans, Haematobla {rwuitans, Musca autumnalis e Musca domesti-
ca, respectivamente, tendo observado que o produto afeta a eclosdo e o
desenvolvimento das larvas, nao se verificando, praticamente, a emergen-
cia de adultos durante quatro semanas apos o tratamento; a porcentagem



de ovos estereis variou entre 60 e 100%, quando o difluorobenzon foi adi-
cionado a dieta.

Quanto as especies da ordem Lepidoptera, Robbins et af. (1968),
trabalhando com especies como a Manduca sexta e a Bombyx mori, verifica-
ram que as ecdisonas sinteticas inibem o desenvolvimento do ovario e a
producao de ovos, sugerindo que tem um efeito antagonico a atividade go-
nadotropica.

Nowock (1973), estudando os processos morfogeneticos pelos quais
passam os testis de Ephestia kuhniella, encontrou que a ecdisona &*um
estimulo necessario para o inicio do processo de fusao do par de testis
na larva do 69 instar e de torsao, sendo tamb&m responsivel pela dife-
renciagao imaginal dos vasos eferentes e deferentes. Em comparagao com
a fusao, o desenvolvimento do ducto seminal requer uma exposig¢ao prolon-
gada a ecdisona.

Chippendale & Alexander (1973) estudaram a espermatogenese em
Diatraea grandiosella (Lep., Pyralidae) e encontraram que os foliculos
continham celulas em todas as etapas de diferenciagdo espermiogenética
antes de a larva se transformar em pupa.

Milo et af. (1978) testaram 26 analogos do difluorobenzon utili-
zando a especie S. grugipenda, tendo verificado que os produtos mais efi-
cazes foram N-5-cloro-2-piridinil amino carbonil-2,6-difluorobenzamida e
N-5-bromo-2-piridinil amino carbonil-2,6-difluorobenzamida, ambos 'com
acao comparavel a do difluorobenzon.

No trabalho de Segistan (1980) foi constatado que.o difluorobenzon
administrado a larvas de S. frugipernda, atraves da dieta, provocava a
morte dos individuos tratados nos estados larval e pupal, como conseqllen-
cia da dose utilizada e da quantidade de alimento ingerido; o'potencial
reprodutivo dos adultos emergentes foi afetado, em maior ou menor grau,

de acordo com a idade da larva e a quantidade de difluorobenzon ingerido
no periodo de alimentagao.

2.2 MUDA LARVAL

0 desenvolvimento do inseto, que € devido a ocorréncia.das mudas
larvais (substituicao da cuticula) e das metamorfoses (larva-pupae pupa-
adulto), e regulado pela presenga ou ausencia de determinadas secregoes
internas, conhecidas por hormonios, que sao a ecdisiotropina, a ecdisona
e o hormonio juvenil (Fig. 5).
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CORPORA
ALATA
GLANDULA
CEREBRO ECDISIOTROPINA | PROTORACICA
HORMON I @
ECDISONA JUVENIL
NATUREZA
DA MUDA .LARVA-LARVA LARVA-PUPA PUPA-ADULTO

Fig. 5. Esquema classico da interagao da ecdisiotropina, ecdisona e o

hormonio juvenil na regulacao da muda nos insetos (Richards,
1981).

A substituicao da cuticula faz-se por meio de dois processos dis-
tintos, os quais estao amplamente separados no tempo. O primeiro proces-
so e a apolise, que consiste na separacao da cuticula velha das células
epidermais subjacentes; o segundo processo, a ecdise, promove a libera-
cao da cuticula velha remanescente (Jenkin & Hinton, 1966).

Kuhn & Piepho (1938)!'constataram que esse processo nao ocorre si-
multaneamente em todo o corpo, iniciando-se a partir da regiado cefalica
para a regiao posterior. '

Segundo Way (1950), nao e possivel registrar todos os processos
que ocorrem nesse mecanismo, devido a sua rapidez, principalmente nas 12
horas que precedem a muda. O primeiro sinal visivel da muda ocorre cer-
ca de 6-12 horas depois de ter cessado a alimentagao, quando a divisao
celular se inicia na epiderme, aparentemente ao acaso. Durante esse pe-
riodo, as celulas epidermais tornam-se alongadas, nao tem tamanho defi-
nido e a parede celular comega a ter dificuldades de'ser evidenciada.

! Citados por Way (1950).
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A subcuticula produz o fluido da muda com suas enzimas, para a
digestao da velha cuticula e reabsor¢ao desse mesmo fluido: (Taylor &
Richards, 1965).

0 reticulo endoplasmatico granular esta distribuido nas celulas
epidermais, e algumas vesiculas secretoras, com contetdo denso, estao as-
sociadas com o complexo de Golgi (Locke, 1969).

A formagao de cuticulina e de proteina epicuticular ocorre 12 ho-
ras antes da ecdise em Calpodes ethlius (Locke, 1969).

A membrana plasmatica apical torna-se mais rica em microviles,
tomando finalmente a forma tipica para a deposicao da cuticula lamelar.
0 espago que fica entre a membrana plasmatica e a epicuticula € parcial-
mente ocupado por microfibras que surgem desde o denso apice dos micro-
vilos. Pouco depois, as fibras se ordenam paralelamente, originando a
endocuticula lamelar; durante esse periodo ja nao se observam as vesi-
culas secretoras (Locke, 1969).

2.3 AGAO DO DIFLUOROBENZON E SEUS ANALOGOS
SOBRE A MUDA LARVAL

2.3.1 Larvas de Spodoptera spp.

Ascher & Nemny (1976) demonstraram a atividade inibidora do di-
fluorobenzon e do PH 6038' na sintese de quitina das larvas de §podopte-
na Littoralis, por ingestao de alfafa tratada ou por injecao nas larvas.
0 difluorobenzon foi mais eficaz do que o PH 6038, por ingestao, mas era
necessario que as larvas se alimentassem pelo menos durante dois dias so-
bre a alfafa, para que ocorresse a formacao de pupas anormais e a nao
emergencia de adultos.

Estes mesmos autores testaram o difluorobenzon, a varias concen-
tragoes e com diferentes tempos de exposicao, em larvas de S. Littonalis
com diferentes pesos, e constataram que a morte, durante o desenvolvi-
mento, se processava tanto mais cedo quanto menor era o peso das larvas,
na altura do tratamento.

Segistan (1980) realizou experimentos, no laboratorio, para ava-
liagao da agao do difluorobenzon no desenvolvimento larval de S. frugi-
perda, em que foram utilizadas larvas neonatas (0-24 horas de idade), do

'PH 6038: 1-(4-clorofenil)-3-(2,6-diclorobenzoil) urea.
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30 instar (5 dias de idade), do 59 instar (10 e 11 dias de idade) e do 69
instar (12 dias de idade), utilizando as concentragoes de 2 ppm, 1 ppm,
0,5 ppm, 0,25 ppm, 0,125 ppm e 0,0625 ppm, as primeiras cincoparao 59 e
0 69 instares e as ultimas cinco para o 19 e o 39 instares. O0s resulta-
dos obtidos mostraram que, para as mesmas concentracoes de difluoroben-
zon, o 59 instar foi o mais susceptivel; esta maior susceptibilidade de-
vera ser uma conseqliencia da maior voracidade das larvas neste instar.

2.3.2 Agao letal do difluorobenzon em outros insetos

Mulder & Gijswijt (1973) avaliaram a atividade do PH 6038 e do
PH 6040, utilizando suspensoes de 10.000 e 1.000 ppm, respectivamente,
para tratar larvas do 39 instar de Pienis brassicae e de Leptinotarsa
decemlineata, e, tambem, adultos da segunda espécie. No caso das larvas
de P. brassicae, estas pareciam nao ter sido afetadas ate o momento em
que se iniciava a muda, mas na altura do processo as larvas nao perdiam
a pele, comegcando a perder fluido, escureciam gradualmente e, finalmente,
morriam. Quando a morte ocorria nos ultimos instares das larvas de P.
brassicae, estas apresentavam sintomas similares aos dos outros instares,
mas nas concentragoes mais elevadas nao havia formacao de pupaé, ol ‘es-
tas possuiam caracteristicas larvais.

0 PH 6038 provocou 100% de mortalidade nas larvas do 39 instar
na concentracao de 10 ppm. .

Wellinga et al. (1973) estudaram a agao do composto 1-(2,6-difluo-
ro benzoil)-3-fenil urea sobre larvas de P. brassicae, de Aedes aegypti
e de Leptinotarsa decemlineata, tendo usado este produto nas concentra-
goes de 0,03 ppm a 100 ppm. .

Granett & Dunbar (1975) trataram larvas do 3Q instar de Pontheria
dispan (Lep., Lymantriidae) com difluorobenzon, tendo observado, durante
o seu desenvolvimento, larvas com muda completa e capazes de se alimen-
tar e larvas que apresentavam muda completa mas eram incapazes de se
alimentar; 1larvas com muda parcial, porem a capsula cefalica antiga ou
a pele dos ultimos segmentos abdominais ficavam aderentes; e outras lar-
vas que iniciavam a muda por um fraccionamento ou ruptura da cuticula,
particularmente no torax ou nos primeiros segmentos abdominais, mas mor-
riam antes de se completar a muda. )

A partir destas observagoes, concluiram que o difluorobenzon foi
altamente eficaz contra P. dispar, recomendando o seu uso em programas
de controle contra esta especie.
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Campbell & Wright (1976) provaram a eficacia do difluorobenzon no
controle de Stomoxys caleitrans (Dip., Muscidae), em areas de criagao.

Segundo Mulla et af. (1976), nao se verificou a emergéncia dos
adultos de Chironomus sp., de Tanytarsus sp. e de Procladius sp. (Dip.,
Chironomidae) quando se aplicaram 110 g de principio ativo/hectare.

Neisses et al. (1976) encontraram redugoes significativas na po-
pulagao larval de Ongyia pseudotsugata (Lep., Lymantriidae), aplicando
280 gramas de principio ativo por hectare.

Flint & Smith (1977), trabalhando com larvas do 59 instar de Pec-
tinophona gossypiella (Lep., Gelechiidae) e usando varias concentragoes
de difluorobenzon, constataram que a porcentagem de emergencia de adul-
tos ia aumentando quando a concentracao de difluorobenzon ia diminuindo.
Estes resultados demonstraram que o difluorobenzon provocava uma diminui-
cao da populagao de P. gossypiefla quando era administrado na dieta lar-
val a uma concentragao de 1 ppm.

Wolfenbarger et al. (1977) utilizaram larvas de 10, 11 e 12 dias
de idade de Heliothis virescens (Lep., Noctuidae) e submeteram-nas a agao
de diferentes concentracoes de difluorobenzon. As larvas de 10 e de 11
dias de idade, submetidas a uma concentragao de 100 ppm de difluoroben-
zon, apresentaram uma mortalidade larval de 86a 100%, sem emergencia de
adultos; as larvas de 12 dias de idade foram expostas a mesma concentra-
cao de difluorobenzon, tendo-se verificado uma mortalidade de apenas 10
a 17%, mas a porcentagem de pupas e de adultos obtidos foi semelhante a
da testemunha.

Anderson & El1liott (1982) usaram o difluorobenzon a uma concen-

tragao de 187 ppm, logrando controlar as larvas de Laspeynresia pomonella
(Lep., Olethreutidae).

2.3.3 Agao inibidora do difluorobenzon

Post et af. (1974) invéstigaram o modo de agao de 1-(2,6-dicloro
benzoil)-3-fenil urea, estudando a microauto-radiografia da incorporagao
da glicose, da tirosina e da prolina na endocuticula da larva do 59 ins-
tar de P. brassicae. Esse trabalho indicou que esse composto bloqueia a
sintese da quitina cuticular.

Yu & Terriere (1975), alimentando Musca domestica com uma dieta
que continha 1,7 e 16,7 ppm de difluorobenzon e de PH 6038, respectiva-
mente, durante dois dias, estudaram o efeito das enzimas que metabolizam
a B ecdisona. Nenhum dos individuos tratados foi capaz de completar amu-
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da quando foi alimentado com a dieta contendo a concentragao maior
(16,7 ppm); verificaram uma aceleragao na transferencia de quitinsinte-
tase, desde as células epidermais até a endocuticula, devido ao fato de
que o difluorobenzon e seus analogos causam uma acumulacao de B ecdisona,
na larva tratada. |

Ker (1977), utilizando a especie Schistocerca gregaria (Orthop.,
Gryllidae), verificou, entre as alteragoes causadas pelo difluorobenzon,
a redugao quantitativa equalitativa da quitina, produzindo um efeito se-
cundario na estrutura endocuticular, pois este produto & 1n1b1dor compe-
titivo da quitinsintetase.

Mitlin et af. (1977) estudaram a inibigao da-sintese do DNA (aci-
do deoxirribonucleico) em Anthonomus grandis,quando tratados com difluo-
robenzon, tendo constatado, em ambos os sexos, a diminuigao da incorpo-
racao de timidina radioativa dentro da fragao de acido nucleico, indican-
do que esta substancia inibe a sintese do mesmo porque a timidina & es-
pecificamente um precursor do DNA.

Yu & Terriere (1977), trabalhando com o d1f1uorobenzon em Musca
domestica, Sarcopkaga bullata e Phormia negina, encontraram uma correla-

gao entre a inibigao no metabolismo da ecdisona e a redugdao na me tamor-
fose de pupa para adulto.

Deul et al. (1978), trabalhando com larvas do 59 instar de P. bras-
sicae, observaram que os individuos que constituem a testemunha podem
incorporar glucose radioativa dentro da quitina cuticular quando a ati-
vidade da enzima quitinase aumenta consideravelmente, mas nas larvas tra-
tadas com difluorobenzon, ou outro analogo, constata-se quése uma comﬁ]e-
ta inibigao desta incorporagao, devido a inatividade da enzima (Fig. 6).

D-GL1COSE — GLICOSE 6-P — FRUTOSE 6-P —> GLICOSAMINA 6-P

|

N-ACETIL-GLICOSAMINA-I-P < N-ACETILGLICOSAMINA 6-P
UDP-N-ACETILGL1COSAMINA ——> QUITINSINTETASE — QUITINA

INIBICAO PELO DIFLUOROBENZON

Fig. 6. Sintese da quitina a partir da D-glicose (Deul et al., 1978).
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Estes mesmos autores, estudando um dos analogos do difluorobenzon,
o DUT9111,! em larvas de Pieris brassicac, demonstraram que a morte lar-
val na muda, apos o tratamento, resulta na inibicdo aparente do ciclo da
pentose.

Hajjar & Casida (1978) constataram que o difluorobenzon tambem
causa uma deficiencia do hormonio juvenil e estimula a formagao prematu-
ra das enzimas DOPA decarboxilasa e a fenoloxidasa, que posteriormente
produziram o escurecimento prematuro da pele da larva tratada. (Fig. 2)

'pu 19111: 1-(2,6-diclorobenzoil)=3-(3,4~diclorofenil) urea.
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3 MaTERIAL E METODOS

3.1 CRIAGAO MASSAL DE Spodoptera frugipenda

Para poder realizar esta pesquisa foi necessario fazer uma cria-
cao massal de Spodoptera grugipenda, a qual foi iniciada com larvas en-
viadas pelo Prof. Doutor Jose Roberto Postali Parra, do Departamento de
Entomologia da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ),
Piracicaba, SP. As larvas foram mantidas, nos mesmos tubos de ensaio,
com dieta artificial, tal como foram recebidas, ate a sua transformagao
em pupas, as quais se transferiram para frascos de plastico (3,8 ’cm‘de
diametro por 7,1 cm de altura) providos de tampa perfurada para o areja-
mento, tendo na parte inferior um pedago de papel de filtro cortado em
circulo e embebido em agua, para manter a umidade ideal, tendo sido feita
a sua sexagem.

Apos a emergencia dos adultos, formavam-se os casais, que eram
colocados isoladamente em recipientes de plastico (11 cm de comprimento
por 9 cm de largura e 5,5 cm de altura), providos de tampa plastica, per-
furada, para o arejamento. A

A alimentagao dos adultos era constituida por uma solugao de mel
com agua, na proporgao de 1:1, na qual era embebido um algodao, colocado
na tampa plastica; a dieta era trocada diariamente, para evitar o apare-
mento de fungos. As caixas de plastico onde eram colocados os casais fo-
ram forradas com papel sulfite branco, sobre o qual as femeas realizavam
as posturas, normalmente durante a noite. Todos os dias, pela manha, as
posturas eram recolhidas e o papel trocado.

Todos os experimentos, incluindo a criagao massal, foram realiza-
dos em camara climatizada a temperatura de 25¢1°C, umidade relativa de
70t5% e fotoperiodo de 12 horas.
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3.2 CARACTERIZAGAQ DO DIFLUOROBENZON

Difluorobenzon € o nome comum para 1-(4-clorofenil)-3-(2,6-di-
fluobenzoil) urea, que foi sintetizado por Philips-Duphar B.V., nos Pai-
ses Baixos, e desenvolvido pela Thompson-Hayward Chemical Company, nos
Estados Unidos da América, cuja marca comercial & Dimilin. A formulagdo
usada nos ensaios foi po molhavel, contendo 25% do principio ativo.

3.3 SOBREVIVENCIA DURANTE O DESENVOLVIMENTO DE Spodoptera
grugiperda E AVALIAGAO DO SEU POTENCIAL DE REPRODUGAO

As larvas neonatas, obtidas a partir da criagao massal, eram co-
letadas isoladamente em frascos de plastico, iguais aos usados para as
pupas, onde se processava o seu desenvolvimento ate a altura do trata-
mento, sendo alimentadas com folhas de milho, que eram substituidas dia-
riamente.

Quando as larvas atingiam o 39 (5 dias de idade), 59 (10 dias de
idade) e 69 (12 dias de idade) instares, eram alimentadas durante 48 ho-
ras com folhas de milho pulverizadas com uma suspensao de difluorobenzon,
a concentragao de 1 ppm, tendo sido utilizadas 150, 100 e 75 larvas, res-
pectivamente. Apos o tratamento, as larvas eram transferidas para fras-
cos de polietileno, onde passavam a alimentar-se de folhas de milho nao
tratadas; o seu desenvolvimento, ate atingir o estado adulto, foi ob-
servado e registrado diariamente.

Para avaliar a agao do difluorobenzon sobre a fecundidade, ferti-
lidade e longevidade de S. frugiperda, foram utilizados 10 casajs resul-

tantes dos tratamentos anteriores, para cada um dos seguintes acasalamen-
tos:

® machos e femeas normais

® machos tratados e femeas normais
® machos normais e femeas tratadas
® machos e femeas tratados

Para cada casal foi registrada a fecundidade, o numero de postu-
ras, o numero de ovos por postura, o numero de ovos ferteis, os periodos
de pre-postura, postura e pos-postura e a longevidade dos adultos.

As posturas, um dia antes da eclosao, eram retiradas dos recipien-
tes onde tinham sido colocadas e feita a sua contagem. No dia seguinte
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ocorria a eclosao, contavam-se as larvas, que eram observadas até ao
fim do periodo larval, para registro das caracteristicas que apresenta-
vam. h

Para a contagem do numero de ovos e do numero de larvas, utilizou-
se uma lupa marca WILD M-5.

3.4 MICROSCOPIA DPTICA

Para determinar qual a zona do tegumento das larvas de S. frugi-
perda que e afetada pelo difluorobenzon, utilizaram-se larvas do 49, 59
e 69 instares que eram alimentadas com folhas de milho pulverizadas com
uma calda de difluorobenzon a 1 ppm, logo apos a muda e durante 48 horas.
Apos as 48 horas, foram transferidas para folhas de milho nao tratadas,
colocadas em placas de Petri.

Apos a morte das larvas com cloroformio, cortava-se a cabeca e re-
tirava-se o aparelho digestivo pela parte anterior do corpo para facili-
tar o corte histologico, sendo preparadas 50 larvas para cada instar.

Em sequida, cortava-se o abdomen, de modo a obter pecas constitui-
das pelo 49 e 50 segmentos abdominais, 24 e 48 horas apos a muda, para
observar as diferengas histologicas apresentadas, sendo feito o mesmo pro-
cesso para as larvas nao tratadas.

As pecas do tegumento cortadas foram colocadas no fixador de
Helly', durante 6 horas, ao fim das quais estas pecas eram 1ayadas com
agua corrente durante 12 horas.

A desidratagao do material foi realizada na escala crescente de
alcool (70%, 80%, 90% e 100%), durante5 horas, e a diafanizagao foi fei-
ta com benzol, durante 90 minutos. A inclusao em parafina teve uma dura-
cao de uma hora para cada uma. ’

Para obtencao dos blocos de parafina, onde estavam inclusas as pe-
¢as atras mencionadas, usaram-se molduras, chamadas angulos de Leuckért,
num total de 25 blocos para as larvas tratadas e 25blocos para as larvas
normais. i |

Os cortes destes blocos de parafina foram feitos com o microtomo
tipo Minot, sendo a sua espessura de 8 i, apos o que eram colocados em
laminas com albumina, num total de 400 cortes, procedendo-se em seguida

.

195 ml de soluto de Zenker stock, sem acido acético, 60 g de
HgClz , 25 g de KCr,07 em 1.000 ml de agua destilada e 5 ml de formol puro.



19

a sua desparafinagao em xilol, durante 30 minutos, e hidratagao em serie
de alcoois descendentes.

Em ensaios preliminares utilizaram-se os corantes hematoxilina
(hemalume de Mayer) e eosina, e o tricromico de Mallory, mas foi este Ul-
timo o que apresentou maior contraste, pelo que foi o utilizado nos cor-
tes definitivos.

A montagem foi realizada em balsamo-do-canada e o estudo destas
laminas, para observagao das diferentes estruturas que formam o tegumen-
to da larva, foi feito utilizando o microscopio Yashima. Apos o estudo e

observacao destas laminas foram selecionadas cinco para fotografare ilus-
trar este trabalho.

3.5 MICROSCOPIA ELETRONICA

Apos os resultados obtidos ¢om a utilizagao da microscopia optica
verificou-se a necessidade de recorrer a microscopia eletronica para po-
der observar e estudar melhor as alteragoes ultra-estruturais do tegumen-
to das larvas de S. frugiperda tratadas com difluorobenzon, em relagao
as larvas nao tratadas. \

Assim, foram utilizadas 20 larvas do 49, 20 larvas do 59 e 20 lar-
vas do 69 instares, de S. grugiperda, para a realizagao de cortes do te-
gumento, 24, 48, 60, 72 e 96 horas apos a muda; todas elas foram subme-
usadas nos experimentos em que se utilizou a microscopia optica.

Para a analise ultra-estrutural, imediatamente apos a morte das
larvas foram retirados fragmentos do tegumento do 40 e 59 segmentos ab-
dominais. Estes fragmentos foram dispostos numa placa de parafina, so-
bre uma gota de aldeido glutarico, e recortados em porgoes de aproxima-
damente 1 mm®. Foram fixados durante 1 hora e 40 minutos em g]dtara]de?-
do a 2%, em tampao cacodilato de sodio 0,15 M, numa camara de vacuo, ten-
do sido a seguir lavados em tampao cacodilato 0,15Macrescido de 0,2% de
NaCl, durante 15 minutos a 4°C, e pos-fixados em tetroxido de osmio a
1%, em tampao cacodilato 0,30 M, durante1hora a 4°C. Posteriormente fo-
ram lavados em tampao cacodilato 0,15 M + 0,2% de NaCl, durante 15 minu-
tos. A desidratagao foi feita passando o material em uma serie crescente
de alcoois 30, 50, 70 e 90, e tres vezes em alcool 100, durante 5 minu-
tos cada um. Complementando a desidratacao, foram feitas tres passagens
em acetona a 100% durante 10 minutos cada uma. Os fragmentos foram in-
cluidos em polylite. Os cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicro-
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tomo Sorval MT2-B, tendo sido realizados 25 cortes, com espessura apro-
ximada de 40 a 80 nm. Estes foram colhidos em telas de cobre de 200 ma-
Thas e corados pelos metodos de Watson (1958) e Reynolds (1963).

Assim, os cortes foram colocados em solugao saturada de acetato
de uranila durante 1 hora, passados em agua bidestilada e em citrato de
chumbo durante 30 minutos. As observagoes foram realizadas no microsco-
pio eletronico Philips M-300, usando-se 40 e 50 kV.

Apos o estudo e observagao destes cortes selecionaram-se 13 para
fotografar e ilustrar este trabalho. )

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para analisar os resultados referentes a acao letal do difluoro-
benzon e a avaliagao do potencial reprodutivo das femeas de S. frugLpen-
da, foram utilizados o Teste do Qui-Quadrado (Tabela de Contingencia 2x2)
e o Teste t (Vieira, 1981).
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4 ResuLTADOS E DISCUSSAO

4.1 SOBREVIVENCIA DURANTE O DESENVOLVIMENTO
DE Spodoptera rugiperda

No Quadro 1 apresentam-se os resultados concernentes a sobreviven-
cia larval e pupal que se verificou durante o desenvolvimento desta es-
pecie, quando as larvas sao tratadas em idades diferentes.

QUADRO 1. Sobrevivencia de Spodoptera frugiperda, nos varios estados do
seu desenvolvimento, quando larvas do 39, 50 e 69 instares fo-
ram alimentadas com folhas de milho tratadas com 1 ppm de di-
fluorobenzon, durante 48 horas.

NQ DE
. - LARVAS VIVAS NO DE  NO DE NO DE
CONCENTRAGAO PRE-PUPAS PUPAS ADULTOS
(ppm) 390 49 59 69
1 150 130 73 56 50 48 42
7 100 86,60 48,60 37,30 33,30 32,00 28,00
1 100 75 60 54 43
7 100 75,00 60,00 54,00 43,00
1 75 60 53 41
A 100 80.00 70,66 54,66
TESTEMUNHA 150 142 130 120 118 115 110
% 100 94,66 86,66 80,00 78,66 76,66 73,33

)
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Analisando esses resultados pelo teste do x*, verifica-se que o
numero de adultos resultantes na testemunha € maior (esignificativaménte
diferente)do due o numero de adultos resultantes das larvas tratadas no
30, 50 e 60 instares (x* = 61,66 para o 39 instar; x* = 23,25 para o 50 °
instar e x> = 7,89 para o 60 instar), verificando-se que a acao letal do
difluorobenzon foi maior quanto mais cedo foi o tratamento. Verificaram-
se tambem diferencas significativas entre o numero de adultos resultan-
tes entre o 39 e 59 instares (x® =6,02) e entre o 30 e 60 (x* = 15,28),
mas nao houve diferenga significativa entre o tratamento no 59 e 60 ihs-
tares. Quando as larvas sao alimentadas com a dieta tratada com difluo-
robenzon, no 39 instar (5 dias de idade), atingiram o estado de pre-pupa
apenas 33,3% das larvas tratadas, mas quando esse tratamento & feito no
50 instar (10 dias de idade) a porcentagem de pre-pupas sobe para 60%, e
se o tratamento e feito no 69 instar (12 dias de idade) a porcentagem de
larvas tratadas que atinge esta fase € de 80%.

0Os resultados obtidos nesta parte do trabalho concordam com os
achados por Mulder & Gijswijt (1973); Ascher & Nemny (1976); Flint &
Smith (1977) e Segistan (1980)no concernente a:

® que existe uma mortalidade alta,embora nao seja de 100%, porque
neste caso foi utilizada uma concentracao pequena do difluoro-
benzon, que permitiu que um maior numero de larvas jovens (30
instar) atingissem o estado adulto, para poder-se realizar os
outros experimentos que constituem este trabalho;

® que quanto mais cedo se realiza o tratamento, maior mortalidade
larval se produz; no caso das larvas do 39 instar, foi devida
a que seu peso € menor na altura do tratamento;

® que a porcentagem de emergencia dos adultos aumentava quando a
concentragao do produto diminuia.

4.2 AVALIAGAO DO POTENCIAL REPRODUTIVO
DE Spodoptera grugdperda

0 Quadro 2 e os Apendices I a X apresentam os'resultados referen-
tes ao potencial de reprodugao e longevidade dos adultos resultantes de
larvas de S. frugdpenda tratadas no 39 (5 dias de idade); 50 (10 dias de
idade) e 69 (12 dias de idade) instares. )



QUADRO 2. Fecundidade, numero de ovos ferteis, longevidade dos adultos de Spodoptera frugiperda.
LONGEVIDADE
N2 DE 0VO0S
FECUNDIDADE FERTEIS
CASAIS 3 P
30 59 69 30 59 69 39 59 69 30 59 69
d normais e
? tratadas 9.823 9.922 9.020 9.390 9.455 8.450 9,0£0,30 9,9%0,43 9,2+0,51 9,0£0,30 10,1%0,5 9,7t0,55
d tratados e . - .
? normais 8.597 9.135 8.273 8.269 8.630 7.752 9,1t0,53 9,8t0,36 9,1%0,46 9,0%0,52 ‘9,8'50,36 9,1%0,46
3 e ? tratados 8.399 8.746 7.879 7.867 8.210 7.432 11,3%0,40 9,910,64 9,710.,73 7,6t0,34 9,9t0,64 9,710,79
d e ? normais 10.691 10.293 11,4%0,52 11,4%0,52

-

£3g
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0 principal fator a analisar neste experimento seria a fecundida-
de, verificando-se que o acasalamento entre machos e femeas tratados foi
0 que mais afetou esse parametro, seguindo-se machos tratados com fe-
meas normais e machos normais com femeas tratadas, qualquer que seja a -
idade ensaiada. A fecundidade desses tres tratamentos, para qualquer
idade das larvas tratadas, foi menor do que na testemunha, mas, embora a
diferenca seja grande, naose verificaram diferengas significativas entre
0s casais tratados e a testemunha, pelo teste t, fato este devido a va-
riagao observada entre os casais, dentro de cada tratamento, o que mati-
vou um desvio padrao elevado.

Sob o ponto de vista biologico, pode dizer-se que o tratamento
larval afetou a fecundidade das femeas, principalmente dos casais emque
o macho era tratado, sendo maior quando ambos eram tratados.

Esses resultados tambem indicam que houve um maior numero de ovos
estereis nos tratamentos de machos normais com femeas tratadas e de ma-
chos e femeas tratados, em relagdo a testemunha, pelo teste do x*(6,18
e 69,21 para o 39 instar; 12,39; 36,94 e 60,87 para o 50 instar e 70,63;
67,06 e 39,73 para o 69 instar, respectivamente), mostrando 'uma certa -
acao esterilizante do difluorobenzon.

Os resultados aqui encontrados estao de acordo com Moore & Taft
(1975); Taft & Hopkins (1975); MclLaughlin (1976); Ganyard et af. (1977);
Lloyd et af. (1977); Oliver et al. (1977); Villavaso et al. (1977) e
Earle et af. (1979), que usaram Anthonomus grandis (Col., Curculioni-
dae). N

Verificou-se, tambem, um aumento no numero total de ovos estéreis,
portanto uma diminuigao do potencial reprodutivo, qualquer que fosse a
idade das larvas durante o tratamento e para qualquer dos tipos de aca-
salamento realizados, tal como foi encontrado por Schroeder et al.
(1976) e Schroeder & Sutton (1978), que realizaram seus experimentos com
a Diaprepes abbreviatus (Col., Curculionidae), e Wright & Harris (1976);
Kunz et al. (1977); Pickens & De milo (1977) e Ivie & Wright (1978), que
utilizaram as especies Stomoxys caleitrans, Haematobia ivitans , Musca
autumnalis e Musca domestica para a realizagao de seus experimentos.
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4.3 MICROSCOPIA OPTICA

A Fig. 7 (aeb) apresenta dois cortes do tegumento normal da lar-
va de S. grugiperda, no 49 instar, 24 e 48 horas apos a muda para este
instar, respectivamente, que mostram os tubérculos epicuticulares (TE),
a epicuticula (EPC), a endocuticula lamelar (EL), o espago exuvial (EE)
e as celulas epidermais com seus niicleos (EPD).

(a)

(b)

Fig. 7. Tegumento da larva normal de Spodoptera frugiperda, no 49 ins-
tar. 40 x.

a) 24 horas apos a muda;
b) 48 horas apos a muda.
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A Fig. 8 (a, b e c) mostra cortes do tegumento de larvas tratadas,
nos 40, 50 e 60 instares, 48 horas apos a muda, podendo, ja, observar-se
a separagao da cuticula velha, pela existéncia do espaco exuvial (EE) em
todos os cortes; nas larvas normais, as 48 horas, pode-se notar, tambem,
0 aparecimento do espago exuvial, mas nao taoevidenciado como nas larvas
tratadas (Fig. 7b).

0 estudo destes cortes, utilizando a microscopia optica, permitiu
verificar que o processo da muda larval se iniciou mais cedo e que a es-
pessura da endocuticula e menor nas larvas tratadas do que nas normads.

Como as alteragoes observadas por meio da microscopia Optica nao
foram suficientes para atingir os objetivos que se pretendia, recorreu-
se a microscopia eletronica para detectar as possiveis alteragoes ultra-

estruturais causadas no tegumento-das larvas de S. frwugiperda, pelo di-
fluorobenzon.

4.4 MICROSCOPIA ELETRONICA

4.4.1 Muda da larva normal

Ao realizar os estudos ultra-estruturais do tegumento das larvas
de S. grugdipenda, observou-se que esse processo da muda ocorre da mesma
maneira nos tres instares aqui estudados, pelo que a apresentagao dos
resultados obtidos e sua analise se fara sem individualizar cada um dos
mesmos .

A muda das larvas de S. frugiperda, normalmente, tem uma duragao
de 72 horas, mas em alguns casos, devido a fatores abioticos, como a tem-
peratura, a luminosidade e ate a disponibilidade de alimento, pode ir
ate 96-120 horas, como foi observado durante os experimentos.

Na Fig. 9a, que representa o aspecto normal do tegumento da larva
do 49 instar de S. frugiperda com 24 horas apds a muda, podem observar-
se na endocuticula os micelos dispostos em planos paralelos Ssuperﬁc\ie,
dando-1he um aspecto lamelar. A epiderme e constituida por uma so camada
de celulas cubicas, limitadas distalmente por uma camada membranosa, a
subcuticula, que possui alguns microvilos (MV), pouco desenvolvidos, que
sao expansoes do citoplasma e cuja funcao e aumentar’ a area da membrana
a fim de facilitar o transporte dos alimentos para o interior das celu-
las, e proximalmente, pela membrana basal (MB), formada por filamentos
finos, que em algumas areas envolvem os nervos (NE). o
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Tegumento da
apos a muda.

a) larva do
b) 1larva do
¢) larva do
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(a)

(b)

(c)

larva tratada de Spodoptera frugiperda, 48 horas
40 x.

49 instar;
59 instar;
6@ instar.
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Nesta Fig. 9a pode observar-se, no citoplasma, a membrana plas-
matica lateral de transito irregular, sendo constante a presenga do com-
plexo unitivo, as mitocondrias (MT), com predominincia da forma esferica,
em torno do nucleo (N), e a presenca do reticulo endoplasmatico granular
(REG), bastante reduzido.

Continuando o estudo desta Fig. 9a, pode assinalar-se, ainda,
a presenga de outras estruturas na epiderme, como seja, 0 complexo de
Golgi (CG) atipico, o nucleo (N), que & central ou ligeiramente basal, e
0 seu contorno, que se apresenta,algumas vezes, lobulado. o

Por outro lado, na Fig. 9b, que representa um corte normal do te-
gumento da larva do 59 instar, 24 horas apdos a muda, alem da endocuticu-
la lamelar (EL) podem observar-se os microvilos, um pouco mais volumosos
(MV), as vesiculas secretoras (VS), na regiao supranuclear, o0s riboso-
mos (R), distribuidos pelo citoplasma, o nucleolo (NUC) bem visivel e a
cromatina aderente 3 parte interna do envoltdrio nuclear e, tambem, dis-
persa no nucleoplasma.

Na larva do 60 instar, 40 horas apos a muda, observa-se que nao
existem sinais do inicio da metamorfose para o estado de pupa porque a
a epicuticula (EPC) e a endocuticula (EL) mantém a sua estrutura lamelar.
No citoplasma existem poucas vesiculas secretoras (VS), mas grande quan-
tidade de ribosomos dispersos (R), que se localizam na regiao perinuclear
externa. 0 nucleo (N) € alongado e a membrana basal (MB) encontra-se bem
evidenciada (Fig. 10).

Quando se observam os cortes realizados em larvas do 49 instar,
48 horas apos a muda ja se pode verificar a existencia da membrana ecdi-
sial (ME) e do espago exuvial (EE), evidenciando que o processo da muda,
para o 59 instar, ja se iniciou (Fig. 11).

Estudos identicos foram realizados por Bautz (1975), que confir-
ma a existencia desses diferentes passos no processo da muda larval.

Nos cortes realizados 60 e 64 horas ap0s a muda para o 59 e 69
instares, respectivamente, ja se pode observar o aspecto granular da epi-
cuticula (EPC) e da endocuticula (EG), e no corte realizado as 64 horas
pode verificar-se a existencia de celulas claras (CC) ao lado de celulas
escuras (CE) (Figs. 12 e 13).

A Fig. 14, que representa um corte 72 horas apos a muda para o 59
instar, mostra o aspecto fibrilar da endocuticula, com fibrilas cruzadas
entre si devido a inter-relagao da sua polaridade e o gradiente de com-
portamento do epitelio, em vez do aspecto lamelar e granular apresentado
nas Figs. 9 e 12.
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(a)

(b)

Tegumento de larva normal de Spodoptera frugiperda, 24 horas
apos a muda.

a) larva do 49 instar (22.000 x);
b) larva do 59 instar (25.000 x).

EL - endocuticula lamelar; CG - complexo de Golgi; M - mice-
los; MB - membrana basal; MV - microvilos; MI - membrana inter-
celular; MT -mitocondrias; N - nicleo; NE - nervo; REG - reti-
culo endoplasmatico granular; R - ribosomos dispersos; VS - ve-
siculas secretoras.



Fig. 10.

Fig. 11.

Tegumento da larva
normal do 69 instar
de Spodoptera fru-
giperda, 40 horas
apos a muda, para
este instar.
23.000 x

EPC - epicuticula;
EL - endocuticula
lamelar; MV - mi-
crovilos; VS - ve-
siculas secretoras;
N - nucleo; R - ri-
bosomos dispersos;
MB - membrana basal.

Tegumento da larva normal de Spodoptera frugiperda, 48 horas
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apos a muda para o 49 instar.

22,000 x.

EL - endocuticula lamelar; ME - membrana ecdisial; EE - espago
exuvial; MI - membrana intercelular; MT - mitocondrias;
microvilos; R-ribosomos dispersos; VS - vesiculas secretoras.
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Fig. 12. Tegumento da larva normal de Spodoptera frugiperda, no 59 ins-

tar, 60 horas apos a muda. 20.000 x.

Fig. 13. Tegumento da larva de Spodoptera frugiperda, no 69 instar, 64

horas apos a muda. 23.000 x.

EPC - epicuticula; EG - endocuticula granular; C - cuticulina;
MV - microvilos, R - ribosomos dispersos; CE - celula escura;
CC - celula clara; MI - membrana intercelular; N - nucleo; NUC
- nucleolo; MB - membrana basal; REG - retlculo endoplasmatlco

granular; L - lisossomos secundar1os.
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Na mesma Fig. 14, na parte apical da membrana plasmatica, podem
ver-se os microvilos (MV) engrossados e com uma pequena quantidade de
cuticulina (C) no seu apice.

As larvas normais, 96 horas apos a muda, ja se encontram no ins-
tar seguinte, fato que foi constatado pela observagao diaria das larvas
do experimento, que eram mantidas isoladas nos frascos de plastico.

Fig, 14. Tegumento da larva normal de Spodoptera frugiperda, no 59 ins-
tar, 72 horas apos a muda. 30.000 x.

C - cuticulina; EPC - epicuticula; E - endocuticula fibrilar;
MV - microvilos; R - ribosomos dispersos.

4.4.2 Muda da larva tratada

Quanto a larva alimentada de folhas de milho tratadas com difluo-
robenzon por 48 horas, constatou-se uma aceleragao no processo da muda em
relagao as larvas normais, pois 72 horas apds a muda de instar ja se ve-
rificou a passagem para o seguinte; na muda normal este processo comple-
tou-se entre 72 e 96 horas, as vezes 120 horas, apos a muda. Estes resul-
tados concordam com os de Sedlak & Gilbert (1976) ao afirmarem que . uma
acumulacao de ecdisona na larva produz um certo progresso no desenvolvi-
mento normal do mecanismo de muda.
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Na larva tratada do 50 instar, o processo iniciou-se 24 horas apos
a muda, mostrando que este instar € o mais susceptivel ao tratamento com
o difluorobenzon, fato este que coincide com os resultados obtidos por
Segistan (1980), ja se podendo observar a endocuticula (EG) com aspecto
granular, o citoplasma com grande desorganizacao celular, a existéncia de
ribosomos dispersos (R), de mitocondrias (MT) abundantes e de cisternas
do reticulo endoplasmatico granular (REG) (Fig. 15).

Fig. 15. Tegumento da larva tratada de Spodoptera frugiperda, no 59 ins-
tar, 24 horas apos a muda. 20.000 x.

Na larva tratada do 49 instar, 48 horas apos a muda constata-se
que as celulas epidermais comecam a mudar de cubicas para colunares e que
apresentam variagao na sua densidade eletronica, aparecendo-a maioria co-
mo celulas claras (CC) ao lado de algumas escuras (CE); estas Ultimas apa-
recem com aspecto estrelado. Estes tipos de celula tambem foram encon-
trados por Bautz (1975),que realizou experimentos com Calliphora eryitro-
cephata (Diptera: Calliphoridae). No citoplasma das celulas claras, as
cisternas do reticulo endoplasmatico granular (REG) sao mais numerosas do
que nas celulas escuras e estao dispostas paralelamente entresi (Fig.16).

Por outro lado, na Fig. 17a, que representa tambem um corte do te-
gumento de larva tratada 48 horas apos a muda, pode observar-se o aspec-
to granular que apresentam tanto a epicuticula (EPC) como a endocuticula
(EG); wuma grande quantidade de vesiculas secretoras (VS) na epiderme,



Fig. 16.
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Tegumento da larva tratada de Spodoptera frugiperda, 48 horas
apos a muda para o 49 instar. 25.000 x.

CC - células claras; CE - celulas escuras; EE - espago exuvial;
MI - membrana intercelular; MV - microvilos; MT - mitocondrias;
MB - membrana basal; N - nicleo; REG - reticulo endoplasmatico
granular; VS - vesiculas secretoras.
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tidas como provenientes do complexo de Golgi e necessarias para o remo-
delamento celular. 0 nucleo (N) mantém a sua forma ovoide; os granulos
de cromatina encontram-se principalmente na sua periferia, notando-se
perfeitamente o duplo envoltorio nuclear.

A Fig. 17b, na qual os microvilos (MV) sao numerosos, de forma re-
gular e com sua terminagao apical mostrando engrossamentos densos e se-
cregao prematura de cuticulina (C), concorda com o observado por Locke
(1969) em Calpodes ethfius (Lep., Hesperiidae).

Nota-se, tambem, nesta mesma Figura 17b, uma secregao flocular,
produzida pelas celulas epidermais, que forma o espago exuvial (EE), o
qual separa a membrana plasmatica apical da cuticula velha. Pouco depois,
aparece a secregao granular (SG) formada por granulos bem densos, que
permanecem até que a nova camada de cuticulina seja depositada. Estes
granulos liberam enzimas, as quais atacam a cuticula velha, que nesta al-
tura ja esta grandemente desorganizada, tal como & mencionado por Taylor
& Richards (1965).

No corte realizado 60 horas apos a muda para o 59 instar eviden-
cia-se a formagao das camadas de cuticulina (C) e de proteina epicuticu-
lar (PE), que seguem as sinuosidades da superficie, aspecto que nao & ob-
servado na larva normal nesta mesma altura (Fig. 12). Este processo ocor-
re doze horas antes que se complete a muda e esta de acordo com os resul-
tados obtidos por Locke (1969), em Calpodes ethlius (Fig. 18).

Observa-se, ainda, na mesma Fig. 18, a endocuticula com aspecto
fibrilar (EF) e dispondo-se os microvilos paralelamente,- como primeiro
passo para a transformagao do aspecto fibrilar da endocuticula para la-
melar. Na larva normal (Fig. 12) a endocuticula ainda apresenta aspecto
granular.

Por outro lado, na larva tratada no 69 instar, as 64 horas, ob-
servou-se, ainda, a endocuticula (EG) com aspecto granular, mas consta-
tou-se na membrana plasmatica apical que as vesiculas secretoras (VS)
tomam o aspecto de bolhas (B) (membrane blebbing) que ao arrebentarem 1i-
bertam enzimas que vao ajudar a digestao da cuticula velha, originando o
o espago exuvial (EE). Estes resultados concordam com os de Sedlak &
Gilbert (1976) em Hyalophora cecropia (Fig. 19).

Ao comparar o processo da muda, nas larvas normais e tratadas,
verifica-se que existe uma antecipagao das fases do processo nas lar-
vas tratadas, que @ mais acentuado nas larvas do 59 instar, nao se tendo
observado qua]quér alteragao a nivel celular, pois asnmdificagﬁesocor—
ridas sao conseqiiencia da mitose celular. Esta antecipagao foi detec-
tada ja atraves dos estudos de microscopia optica, tendo a microscopia



(a)

Fig. 17.

Tegumento da larva tratada de Spodoptera frugiperda, 48 horas apos a muda para o 49
instar. 23.000 x.

a) mostrando o aumento das vesiculas secretoras;
b) evidenciando a desintegragao endocuticular e a formagao do .espago exuvial.

C - cuticulina; CC - celula clara; CE - celula escura; EE - espago exuvial; REG - re-
- - .

ticulo endoplasmatico granular; MV - microvilos; SG - secregao granular EPC - ep1cu—

t1cu1a, EG - endocuticula granular; MI - membrana 1nterce1u1af“ N - nucleo; VS - vesi-

culas secretoras. -

(b)

a¢
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Fig. 18. Tegumento da larva tratada de Spodoptera frugzperdb no 59 ins-
tar, 60 horas apos a muda, evidenciando a formagao da cuticu-
lina e da proteina epicuticular.30.000 X

EP
C - cuticulina; PE - proteina epicuticular; EF - endocuticula
fibrosa; MV - microvilos; R - ribosomos dispersos.

Fig. 19. Tegumento da larva tratada de Spodoptera frugiperda, com 64 ho-
ras apos a muda. 22.000 x.

EG - endocuticula granular; MV -microvilos; VS - vesiculas se-
cretoras; MI - membrana intercelular; R - ribosomos dispersos;
EE - espago exuvial; B - bolhas.
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eletronica confirmado este resultado e proporcionadomaiorevidencia des-
te fato. Para poder detectar a]teragBes; a nivel de incorporacao de ba-
ses nitrogenadas do acido deoxirribonucléico e alteragdes quantitativas e
qualitativas no teor da quitina endocuticular, devido a inibi¢ao enzima-
tica produzida pelo difluorobenzon, havera que realizar estudos genéti-
cos e histoquimicos, tal como foram realizados por Post et af. (1974);

Yu & Terriere (1975); Ker (1977); Mitlin et af. (1977) e Deul et al.
(1978). ‘
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CoNCLUSOES

® 0 difluorobenzon, quando adicionado a dieta das larvas de Spo-
doptera §rugiperda, na concentragao de 1 ppm, aos 5, 10 e 12 dias de ida-
de, por 48 horas, provoca uma mortalidade maior, e significativamente di-
ferente, do que na testemunha; esta mortalidade € tantomaior quanto mais
Jjovens foram as larvas tratadas.

® A fecundidade das femeas tratadas & também afetada, em relagao
a testemunha, mas nao € significativamente diferente do ponto de vista
estatistico, embora seja de considerar do ponto de vista biologico, pois
diminuiu muito, principalmente quando os machos foram tratados.

® No que concerne ao numero de ovos estéreis em relagao ao total
de ovos postos, verificou-se haver uma diferenga significativa por tra-
tamento em comparagao com a testemunha; constatou-se, tambem, haver di-
ferenga significativa entre os tratamentos quando se acasalam machos nor-
mais e femeas tratadas e quando ambos eram tratados, mostrando uma certa
acao esterilizante do difluorobenzon.

® Atraves da microscopia Optica e eletronica constatou-se que os
cortes histologicos realizados nas larvas normais e nas tratadas mostra-
ram uma menor espessura da endocuticula e uma antecipacao dos fenomenos
que se processam durante a muda larval, e que essa antecipacao & maior
nas larvas tratadas no 59 instar.
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Resumo

0 objetivo desta pesquisa foi investigar o efeito do difluoroben-
zon no potencial de reprodugao dos adultos de Spodoptera §rugiperda.re-
sultantes de larvas que foram alimentadas, durante 48 horas, com folhas
de milho tratadas com esse produto, a concentragao de 1 ppm, e estudar
quais as zonas do tegumento das larvas que foram afetadas e quais as gs-
truturas que foram alteradas, por meio de cortes histologicos, na area
de microscopia optica e ultra-estrutural.

0 tratamento das larvas provoca uma mortalidade maior do que a da
testemunha, durante o subseqliente desenvolvimento dessa especie; que foi
tanto maior quanto mais jovens eram as larvas tratadas. No concernente
aos aspectos relacionados com a reprodugao, constatou-se que o tratamen-
to com o difluorobenzon afetou mais as larvas que deram origem a machos
do que as larvas que deram origem a femeas.

Atraves da microscopia optica constatou-se que a espessura da en-
docuticula nas larvas tratadas era menor do que nas larvas normais.

Nos estudos ultra-estruturais, verificou-se uma antecipagcao na
muda das larvas tratadas, em todos os instares estudados (49, 50 e 69),
com relagao a testemunha. Nas larvas normais do 49 e do 59 instares es-
se processo comegou as 48 horas, e nas larvas do 69 instar as 40 horas
ainda nao se observara qualquer alteracao; o processo completou-se as 96
horas, nos tres instares. Nas larvas tratadas no 49 instar o processo
comegou antes das 48 horas; nas larvas tratadas no 59 instar esse pro-
cesso iniciou-se as 24 horas; nas do 69 instar as 40 horas jikse tinham
iniciado os processos para a passagem ao estado de pupa. Todo ‘esse pro-
cesso estava terminado as 72 horas, nos tres instares.

Em nenhum dos instares testados foi constatada qualquer alteragao
a nivel celular, pois somente se observaram modificagoes resultantes da
mitose celular e do mesmo processo de muda. A epiderme das larvas tra-
tadas no 49 instar apresenta células claras ao lado das escuras, numero-
sos microvilos de forma regular na regiao subcuticular, com engrossamen-
tos densos na parte apical e com secregao prematura de cuticu]jna.

A camada de cuticulina e de proteina epicuticular se formou as 60
horas apos a muda para o 69 instar larval na larva tratada no 59 instar.
Na larva tratada do 69 instar encontrou-se que a parte apical da membra-
na plasmatica apresentou expansoes ("membrane blebbing") que nao eram
mais do que acumulo de secrecio proveniente das vesiculas secretoras.
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SUMMARY

The aim of this research was to investigate the effect of difluoro-
benzon in the reproductive potential of adult Spodoptera grugiperda born
from larvae fed for 48 hours with corn leaves treated with the product,
at a concentration of 1 ppm, and also to study by means of histolggical
procedures — optical microscopy and ultra-structural analysis — which
zone of larval tegument were affected and which structures were altered.

The treatment of larvae causes a mortality which is higher in‘}he
treated group than in the control group, and the mortality being higher
the younger the larvae were at the time of treatment.

As regards reproductive aspects was observed that the effect of
difluorobenzon was stronger in the group of larvae that gave origin to
males than in those that gave origin to females. ‘

Through optical microscopy was observed that those larvae that
underwent treatment had a less thick endocuticle than the control ones.

By means of ultra-structural studies was observed an earliness in
the moulting of treated larvae in all the instar studied, compared to
the control group.

For the normal larvae in the 4th and 5th instars this process
started at 48 hours, and those in the 6th instar at 48 hours were had not
yet observed any alteration; the process was complete at 96 hours for all
instars. '

Those Tlarvae treated at the 4th instar the process began before 48
hours, but for those in the 5th instar the process began at 24 hours; for
those in the 6th instar, at 40 hours the process for passing to the pupal
stage had already started. The whole process was finished at 72 hours for
all instars.

In no instar tested was observed any alteration at the cellular
level; the only modifications observed resulted fromcellular mitosis and
from the same moulting process.

The epidermis of treated larvae in the 4th instar shows clear cells
beside dark cells, many regular microvilli in the subcuticular region with
dense thickening at the apical part and premature secretion of cuticulin.

The cuticulinandepicuticular protein layer were formed at 60 hours
after moulting for the 6th larval instar in the larvae treated at the 5th
instar.

In the larvae treated in the 6th instar was observed expansions at
the apical region of plasma membrane (Membrane Blebbing) whichumreno‘more
than deposition of secretion form the secretor vesicles.
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APENDICE I. Fecundidade, fertilidade e longevidade dos adultos de Syodoptera frugiperda que foram tratados no 39 instar
(8 tratados e ? normais).
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longevidade dos adultos de Spodoptera frugiperda que foram tratados no 39 instar

APENDICE II. Fecundidade, fertilidade e
(8 e @ tratados).
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APENDICE III.

Fecundidade, fertilidade e longevidade dos adultos de Spodoptera frugiperda que foram tratados no 39 instar
(3 nao tratados e 9 tratadas).

LONGE-
DIAS N DE S  PRE- POS- VIDADE
1 2 3 4 5 6 7 10 Total POSTURAS ~ 5y~ POSTURA POSTURA .
Fec 108 74 148 300 297 103 118 — 1.148
1 rer 100 70 140 300 290 100 110 - 1.110 / 96,68 3 0 10 10
" Fec 167 366 357 149 167 130 - - 1.336
2 per 160 360 350 140 160 130 - - 1.300 6 97,30 3 0 9 9
Fec 168 300 300 118 140 100 - - 1.126
3 Fer 160 300 300 110 140 100 - - 1.110 6 98,57 3 0 9 9
Fec 134 100 170 173 150 ~- - - 727
4 Fer 130 100 165 170 145 - - - 110 5 97,66 3 0 8 8
Fec 132 155 160 200 180 - - - 827
5 Fer 130 150 160 200 176 - - _ 816 5 98,66 4 0 9 9
Fec 172 155 160 200 180 170 - - 1.037 |
6  Fer 170 150 160 200 175 165 - - 1.020 6 98,36 4 0 10 10
Fec 224 90 54 40 - - = - 408 .
7 Fer 220 80 50 40 - - - _ 390 95,58 3 0 7 7
Fec 167 366 149 167 130 149 - - 1.128
8  rer 160 360 140 160 125 140 - - 1.085 6 96,18 3 0 9 9
Fec 108 174 148 300 297 103 - - 1.130
9  Fer 100 170 140 300 290 100 - - 1.100 6 97,34 3 0 9 9
Fec 134 100 170 172 140 150- 90" - 956
10 o 130 50 130 130 100 120 89 - 749 7 78,34 3 0 10 10
TOTAL “ 9.823 90 90
% 982,3 5.0 9,0
] ] 84,27 0,30 0,3

D.P.

0s



Fecundidade, fertilidade e longevidade dos adultos de Spodoptera frugiperda que foram tratados no 59 instar

D.P.

F'

APENDICE 1IV. n
(8 nao tratados e ? tratacas).
DIAS , o LONGE=
NO DE FEQ?;;S PRE- POSTURA POS- VIDADE
T 2 3 4 5 6 1 8 9 10 Total  FOSTURAS gy POSTURA POSTURA 4 9
Fec 200 126 150 132 143 - - - - - 751
1 por 200 120 145 130 100 - - - - - 695 5 92,54 3 0 8 8
Fec 323 432 250 223 136 132 - - - - 1.496
2 por 320 430 250 220 130 130 - - - - 1.480 6 98,93 3 0 9 9
Fec 168 173 192 146 150 123 135 - - - 1.087
3 Fer 160 170 190 140 150 120 130 - - -  1.060 7 97,51 3 0 10 10
Fec 174 150 136 126 196 175 136 125 - - 1.218
4 Ler 170 150 130 120 150 170 130 120 - - 1.140 - 8 93,59 3 0 11 11
Fec 136 145 132 125 143 115 100 93 83 - 1.072
5 Fer 130 140 130 120 140 110 100 90 8 -  1.040 9 97,01 4 0 12 13
Fec 232 250 195 183 132 100 93 83 65 - 1.333
6  Fer 230 250 150 180 130 100 90 80 60 - 1.270 9 95,27 4 0 12 13
Fec 126 111 100 90 8 75 - - - - 585
7 Fer 120 110 100 9 8 70 - - = - 570 6 97,43 3 0 9 9
Fec 132 83 63 42 35 20 - - - - 375
8 rer 130 8 60 4 30 20 - - - - 360 6 96,00 3, 0 9 9
Fec 143 185 143 130 120 125 - - - - 846
9  Fer 140 180 140 130 120 9% - - - . - 800 6 94,56 3 0 9 9
Fec 150 172 152 200 250 100 135 - - = 1,159
10 .. 140 170 150 200 200 100 80 - - = 1.040 7 89,73 3 0 10 10
“TOTAL N N ” ot ‘ - 9.922 ° v ) 99 101
X 992,2 9,9 10,1
110,1 0,43 0,55

Is



Fecundidade, fertilidade e longevidade dos adultos de Spodoptera frugiperda que foram tratados no 59 instar

APENDICE V.
(6 e ? tratados).
DIAS OVOS TONGE=
N? DE  peerprs  PRET  pogrura  EOS VIDADE
T2 3 & 5 6 7 8 9 10 Total POSTURAS "7~ POSTURA POSTURA 5 .
Fec 200 150 143 126 135 126 - - - - 880
1 Lo 200 140 140 120 130 120 - - - - 850 6 96,59 3 6 0 9 9
Fec 300 350 326 200 150 100 50 43 - - 1.519
2 Ler 300 300 320 200 140 100 50 40 - - 1.450 8 95,45 3 8 0 11 11
, Fec 250 260 232 225 250 135 145 165 100 40 1.802 L 07 1
Fer 240 250 230 220 240 130 140 160 100 40 1.750 »11 3 10 0 13 13
Fec 200 250 260 240 120 100 50 40 - - 1.260
4  per 200 200 230 210 100 100 50 40 - - 1.130. 8 89,68 3 8 0 11 11
, Fec 250 200 210 150 160 170 80 75 40 - 1.335 o 03 25 .
Fer 200 200 200 140 160 150 80 75 40 - 1.245 ’ 9 0 13 13
Fec 100 150 80 40 20 - - - - - 390
6 per 100 120 8 40 20 - - - - - 360 3 92,30 4 5 0 9 9
Fec 150 100 100 120 60 40 - - - = 570
7 per 100 100 100 100 60 40 - - - - 500 6 87,71 3 6 0 9 9
Fec 100 S0 40 35 - - - = - = 225
8 Fer 100 50 40 35 - - - - - = 225 4 100,00 3 4 0 7 7
Fec 100 60 40 35 30 - - - - - 265
9 Fer 100 50 40 30 30 - - - = - 250 3 94,33 3 5 0 8 8
Fec 100 150 100 75 50 25 - - - - 500
10 per 100 100 100 75 50 25 - - - - 450 ° 90,00 3 6 0 9 9
TOTAL “8.746 99 99
- 874,6 9,9 9,9
- 179,42 0,64 0,64

D.P.

gs



Fecundidade, fertilidade e longevidade dos adultos de Spodoptera frugiperda que foram tratados no 59 instar

APENDICE VI.
(8 tratados e © nao tratadas)
7 = N D pevmrs  PRES  posrums  POS- VEDADE
1 2 3 4 5 6 1 8 10 Total  TOSTURAS "7 .y POSTURA POSTURA 4 Q
1 EeS 200 Too 100 100 120 130 100 - B 7 9 3 7 o 1 10
2 e 200 1o 100 100 120 160 - - D 7m0 6 9570 3 6 o 9 9
3 Ee I 3% 3u 100 100 70 30 0 D 140 8 95,00 3 8 o u n
6 TS 350 loo 1 100 160 120 120 - = oso 7 623 7 o 1 10
5 FeS 300 100 100 130 140 130 - - D o 6 98 6 o 10 1
6 1% 100 100 100 100 120 - - D eao 6 851 4 6 o 1 10
7R 1o 12 100 10 180 140 120 - D e 7 9n.e8 3 7 o 1 1
8 Fes 13 120 100 170 160 120 100 - D %o TR T o 1 10
9 1 leo 13 12 150 170 140 100 140 T Loso 8 97,95 3 s o u u
10 130 100 100. 50 - - - - D i TR 4 o 7 7
TOTAL 9.135 98 98
% 913,5 9,8 9,8
68,51 0,3 0,36

D.P.

£s



APENDICE VII.

Fecundidade, fertilidade e longevidade dos adultos de Spodoptera frugiperda que foram tratados no 69 instar

(8 e ? tratados)

D.P.

DIAS 0 LONGE-
N° DE FEQ?E&S PRE-  ,ocrura  POS™ VIDADE
T, 3 4 5 6 7 8 9 10 Total POSTURAS ;3 POSTURA POSTURA »
Fec 142 150 160 170 120 - - - - - 742
1 Fer 140 140 150 160 100 - - - - - 690 3 92,99 3 5 0 6 8
Fec 200 250 230 200 125 100 120 - - - 1.225
2 L.r 200 200 200 200 120 100 100 - - - 1.120 7 91,42 3 7 0 10 10
, Fec 250 230 200 160 150 100 100 8 S50 - 1.320 o 03 18
Fer 250 200 200 100 150 100 100 80 50 - 1.230 ’ 3 9 0 12 12
Fec 200 200 150 100 120 100 100 85 42 40 1.137
4 Fer 200 200 140 100 120 100 100 80 42 40 1.122 10 98,68 3 10 o 13 13
Fec 180 172 190 150 143 125 120 100 83 49 1.312
5 Fer 170 170 180 150 140 120 120 100 80 40 1.270 10 96,79 4 10 0 13 14
Fec 100 100 40 40 - - - - = - 280
6 Fer 100 90 40 30 - - - - = = 260 4 92,85 4 4 0 8 8
Fec 120 100 S0 - - - - - = - 270
7 Fer 120 100 40 - - - - = = = 260 3 96,29 3 3 0 8 6
Fec 100 120 130 85 50 40 - - - - 525
8 Fer 100 120 100 80 50 40 - = = = 490 6 93,33 3 6 0 9 9
Fec 150 100 120 72 60 56 - - - - 558
9 Fer 120 100 100 70 60 S50 - - - i = 500 6 89,60 3 6 0 9 9
Fec 100 100 120 100 50 40 - - - - 510 :
10 -~ 100 100 100 100 50 40 - - - - 490 6 96,07 3 6 0 9 9
‘TOTAL ' 7.879 97 98
X 787,9 9,7 9,8
133,26 0,73 0,79

149



APENDICE VIII.

Fecundidade, fertilidade e longetivade dos adultos de Spodoptera frugiperda que foram tratados no 69 instar
(8 nao tratados e 9 tratadas).

D.P.

e — No DE Fé?gg;S PRE-  posTuma | POST tggigg
2, 3 4 5 6 7 8 9 10 Total  TFOSTURAS 75y FPOSTURA POSTURA 4 Q
1 e 20 L e e e b0 e - - - s 7 esa 3 7 o 8 10
p Fec 200 100 100 120 A0 %0 1% 10 - - 1o 8 9263 8 o 9 m
3 Fec 10 100 200 A e 1 1% 1% - - 1i260 8 95,45 3 : o u u
W e 3 0 e 00 100 100 100 40 - 1570 o 92,35 3 9 o u 1
5 Fec 200 200 20 X o 100 0 40 - - 120 8 96,06 4 : o 12 1
g fec M0 M0 MMM T I I I Il o s 4 4 o s s
7 e 130120 L0 0 e e - - I 1 deo 6 86,8 3 6 o 9 9
s e 200 220 200 A8 16 - - I I 1o 6 95,69 3 6 o 9
o Tec M0 0 M X T I I I I % & 9sas 3 4 o 77
10 5210 100 50 s §8 - I - - §§8 5 100,00 3 5 0 s 8
TOTAL 9.020 o2 o7
X 902 9,2 9,7
149,69 0,51 0,55

s



Fecundidade, fertilidade e longevidade dos adultos de Spodoptera frugiperda que foram tratados no 69 instar

APENDICE 1X. (8 tratados e ¢ nao tratadas).
T Ne DE FE(;{"]I‘(;SSIS PRE-  postura  POS- i}?ﬂfﬁ;
. 2 3 4 5 6 71 8 10 Tocal  POSTURAS ", POSTURA POSTURA .

L Fee 6 10 10 100 10 - - Do 6 w6 5 6 0 s s
e womoBEME s c om0
e mommom o T D@ s s o s
, Fec 10 M 0 X0 M0 B0 e I I I MR 7 w370 10w
s Fec 0 e 1% Mo 10 - - - I 5 e 4 s 0 s 9
6 I e X 3% 30 100 100 100 - D Tk 7 o444 7 o 1 m
; Tee 20 250 200 20 10 10 100 100 - - 1330 8 %078 3 5 o un 1
I T ST T U SRR
o Fee 1030 X @ 0 m - - D 34 6 o289 3 6 0 5 9
e S
;E‘OTAL 8.523’30 9;,10 9;,10

136,17 0.46 0,46

D.P.

s



APENDICE X. Fecundidade, fertilidade e longevidade dos adultos de Spodoptera frugiperda da testemunha.

LONGE-
DIAS NQ DE FE‘Z_%SI ¢ PRE- oo POS- VIDADE
. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Total  TOSTURAS “rgy - FPOSTURA POSTURA °
Fec 200 226 160" 132 143 150 - - - - 1.011
1 Fer 200 220 150 130 140 140 - - - = 980 6 96,93 3 6 0 14 9
Fec 340 450 260 225 136 140 - - - = 1.551 -
2 Fer 300 400 200 220 130 140 - - - - 1.390 6 89,61 3 6 2 10 11
Fec 180 190 192 150 170 125 140 - - - 1.147
3  Fer 180 190 190 145 170 120 140 - - - 1.135 7 98,95 3 7 2 10 12
Fec 180 160 140 130 200 180 170 125 - - 1.285
4 per 170 150 130 130 200 170 170 120 - - 1.240 - 8 96,49 3 8 0 10 11
Fec 140 145 130 129 143 116 100 93 85 - 1.081
5 Fer 130 140 130 120 140 115 100 92 85 - 1.052 9 97,31 4 9 1 14 14
Fec 240 250 190 183 140 100 93 80 60 - 1.336
6  Fer 220 240 180 180 135 100 92 8 50 - 1.277 ? 95,58 4 9 1 13 14
Fec 125 110 100 90 8 76 8 - - - 661
7 Fer 120 110 100 90 8 76 8 - - - 656 7 99,24 3 7 1 1 11
Fec 140 85 60 43 36 25 2 - - - 409
8 Fer 140 8 60 43 36 25 20 - - - 409 7 100,00 3. 7 1 11 11
Fec 150 190 150 135 125 130 140 - - - 1.020
9 Fer 149 185 140 130 120 130 140 - - ! - 994 / 97,45 3 7 0 10 10
Fec 160 180 160 200 250 120 120 - - - 1.190
10 per 160 180 160 200 220 120 120 - - - 1.160 7 97,47 3 7 1 11 11
TOTAL 10.691 114 114
% 1.069,1 11,4 11,4
104,29 ‘ © 0,50 0,50

D.P.

48



