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Resumo

A técnica de marcacéo permite estudar os comportamentos e interacdes ecolégicas dos insetos,
como por exemplo padrdes de dispersao, movimento, territorialidade, manuseio, consumo de
alimentos, associacfes vetor-parasita, e cadeias ou teias alimentares. Essa revisdo descreve as
vantagens e desvantagens dos marcadores, destacando trés métodos cujo diferencial é a
permanéncia no inseto independente do estagio de vida. Os radiois6topos minimizam a manipulacéo
direta e o trauma nos insetos, podem ser aplicados em grandes populacdes e séo facilmente
rastredveis, porém o seu descarte limita a aplicacdo em campo. Os is6topos estaveis ocorrem
naturalmente no ambiente, ndo séo radioativos e estao relacionados a estudos ecoldgicos de niveis
tréficos e processos metabdlicos, dentre os elementos mais séo utilizados, os is6topos de carbono
refletem principalmente a dieta dos animais; os is6topos de nitrogénio refletem as praticas agricolas
(extensiva x intensiva) e em parte a dieta. Os is6topos de oxigénio e hidrogénio sdo vinculados a
composicao isotopica da agua que, por sua vez, é dependente de fatores geograficos tais como
altitude, clima e latitude. Por sua vez, os oligoelementos também séo utilizados como marcadores
internos (ndo radioativos) e podem variar de acordo com a localizagdo geografica alterando as
gquantidades encontradas nas plantas e insetos. Portanto, a busca de uma melhor metodologia que
permita detectar a correlacdo dos insetos com o homem e o meio ambiente depende do tipo de
estudo a ser realizado.

Palavras-chave: radiois6topos, is6topos estaveis, oligoelementos, dispersao, comportamento
Abstract

The marking technique allows studying the behaviour and ecological interactions of insects, such as
patterns of dispersion and movement, territoriality, handling and consumption of food, vector-parasite
associations and food chains and webs. This review describes the advantages and disadvantages of
markers, highlighting three methods whose differential is that they remain in the insect regardless of
the stage of life. Radioisotopes minimize direct manipulation and trauma to insects, can be applied
to large populations and are easily traceable, but their disposal limits field application. Stable isotopes
that occur naturally in the environment are not radioactive and are related to ecological studies of
trophic levels and metabolic processes, among the most used elements, carbon isotopes mainly
reflect the diet of animals; nitrogen isotopes reflect agricultural practices (extensive x intensive) and
in part diet and oxygen and hydrogen isotopes are linked to the isotopic composition of water, which,
in turn, is dependent on geographic factors such as altitude, climate and latitude. Trace elements are
also used as internal (non-radioactive) markers and can vary according to geographic location,
changing the amounts found in plants and insects. Therefore, the search for a better methodology to
detect the correlation of insects with man and the environment depends on the type of study to be
carried out.

Keywords: radioisotopes, stable isotopes, trace elements, dispersion, behavior
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INTRODUCAO

Quantificar a dispersao de insetos é a chave para entender a dindmica da populacdo e para responder
a perguntas relacionadas as caracteristicas comportamentais dos insetos e restrices fisiologicas ou
genéticas. Mas, o objetivo de estudar a dispersao ndo é apenas aumentar o conhecimento fundamental
das populagbes de insetos em si, mas também desenvolver sistemas de previsdo para alertar os
agricultores e silvicultores sobre invasdes de pragas. O movimento em grande escala dos insetos causa
problemas econémicos consideraveis na producéo agricola e nos sistemas florestais. As culturas fornecem
uma concentracdo temporal e espacial de recursos que podem atrair ou prender muitos insetos de longas
distancias (Osborne et al., 2002).

Portanto, a liberacdo e captura € uma das principais estratégias para estudar o voo dos insetos em
condicdes de campo, sendo possivel determinar o raio de dispersdo de um predador ou parasitdide em
diversos agroecossistemas, além de viabilizar estudos sobre longevidade, crescimento, densidade e
comportamento (Conrad et al., 2002).

A técnica pode ser utilizada tanto para insetos em laboratério quanto no campo, principalmente em
trabalhos relacionados a ecologia e ao comportamento, sendo algumas premissas fundamentais para a
utilizagcdo de qualquer técnica de marcacéo (Fernandes, 2002):

- A marcacdo ndo pode afetar o comportamento do inseto: o inseto marcado deve apresentar o
mesmo comportamento que o inseto ndo marcado (selvagem), estando, dessa forma, perfeitamente
integrado as condi¢des de campo apds a marcacao e liberacéo.

- Os insetos marcados e ndo marcados devem ter a mesma probabilidade de captura: a marcacao
ndo pode afetar a coleta dos insetos. Ha casos em que a marcacao permite a visualiza¢ao a distancia (por
exemplo, corantes fluorescentes). Isso pode, eventualmente, favorecer a observacao de insetos marcados
em detrimento daqueles ndo marcados e afetar o resultado. Por exemplo, se o objetivo € quantificar a
populacdo local, a maior probabilidade de observacdo de insetos marcados afeta diretamente a
determinag&o do tamanho dessa populacéo.

- A marcacédo deve ser duravel: a marcagdo deve acompanhar o inseto por toda a sua vida ou pelo
menos ser duravel durante o periodo de estudo. O marcador ndo pode ser eliminado em funcdo do
comportamento do inseto ou por condi¢des climéticas.

- Amanipulagéo e aliberag@o ndo podem afetar alongevidade ou o comportamento do inseto: em
alguns casos, os insetos precisam ser criados em laboratério e/ou capturados para serem marcados.
Posteriormente, eles serao liberados, devendo comportar-se da mesma forma que os individuos selvagens,
bem como ter a mesma expectativa de vida.

A marcacao de insetos é descrita desde a década de 30, através do uso de etiquetagem (Fletcher, 1936),
mutilacdo (Querci, 1936), tintas/manchas (Gillies, 1961; Mac Cord et al., 1983), pés fluorescentes (Chang,
1946), corantes internos (Bailey et al., 1962), corante alimentar (Williams, 1962), marcadores de proteina
(Hagler et al., 1992), radiois6topos (Patterson et al., 1969; Zhou et al., 2004) e mais recentemente is6topos
estaveis (Faiman et al., 2019).

Rastrear o movimento dos insetos em seu habitat natural é essencial para a compreensado de sua
biologia béasica, demografia e etologia. Uma ampla variedade de marcadores é usada para avaliar a
dinamica da populacdo de insetos, dispersdo, habitos subterraneos, territorialidade, comportamento
alimentar, interag6es em nivel trofico e outras interag8es ecoldgicas. O marcador ideal deve persistir sem
inibir a biologia "normal" do inseto. Além disso, o0 marcador deve também ser ambientalmente seguro,
econdmico e facil de usar (Hagler & Jackson, 2001).

A selecdo da melhor técnica para marcacao de insetos dependera do sistema a ser estudado, ou seja,
tamanho, estagio de vida e habitat, ou seja, ndo existe uma metodologia universal. Estudos preliminares
devem ser feitos antes de conduzir qualquer investigacdo em que um marcador serd usado para
identificacdo. Dentre as vérias op¢bes de rastreamento, Lavandero et al. (2004) e El Sheikha (2019)
listaram suas vantagens e limitacdes (Tabela 1). Apesar da maioria dos marcadores serem considerados
eficazes para 0s seus respectivos propésitos, a flexibilidade dos is6topos quanto aos modos de aplicacao,
deteccéo e tipos de estudos a serem realizados aumentam seu potencial uso como ferramenta de pesquisa
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em contraste com os procedimentos convencionais. Assim, esta reviséo analisa de forma abrangente as
técnicas de radiomarcacado, isétopos estaveis e oligoelementos, principalmente pela retencdo nos

processos metamorficos.

Vantagens e desvantagens de diferentes técnicas de marcacéo e rastreamento para uso em estudos

Tabela 1

ecolégicos e comportamentais de insetos.

Técnicas de Vantagens Desvantagens Tipo de
marcagao aplicagdo
Po Baixo custo: Pode causar efeitos Externa
Facilmente adversos e inibr o
disponivel; comportamento de
Ambientzimente dispersio;
seguro: Diminui 8 longevidade.
Facil splicacdo e As particulas podem ser
deteccéo. transferidas para insetos
selvagens;
Néo & indicade para voos
de longas distdnciss em
Lepidoptera.
Corante Baixo custo: Maioria tem intervalo de Interna
Néo exige trsbalho retenco curto e sdo
intenso; prejudiciais sos insetos em
Deteccdo  visusl, sltas concentracdes;
répida e ndo Alguns ndo sdo visiveis
destrutiva. diretamente.
Mutilagao e Permanente; Impossivel para insetos Externa
tintas Facilmente pequencs ou de corpo
identificado; mole:
Observacdes diretas Trabalho intenso:
de campo. Tintas s8o restritas a um
Unico estagio, podendo ser
toxica.
Pélen Marcador bioldgico Oneroso, demorado, Interna/
natural tedioso; Externa
(automarcacéo). Requer expenencia em
palinologia.
_g Visivel Eficiente; Efeitos deletérios dificeis Interna
g Pode ser detectado de determinar
3 visualmente, Marcadores séo  raros
Persiste por tods (sssociados &  vérias
vida do insete, por geracdes)
fazer parte de sus
constituicdo fisica.
Bioquimica Eficiente; A deteccdo de enzimas Interna
Nio medifica 8 especificas através de
aparéncia do inseto, eletroforese. requer
preparacdo antes do
estudo;
Onerosa, demorada,
tendencioss;

Inseto é sacrificado,
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Continuacéo Tabela 1

Oligoelementos Seguro para o Onerosa e demorada (largs Interna/
ambiente; escala), Externa
Sem alteragcio Defecgdo exige mido de
morfoldgics: obra = equipamentos
Detectado em vérios especificos;
estagios; Baixa retencéo em
Persiste através ds slgumas espécies;
muda, geragdes e Altas concentragdes afetam
niveis troficos. o desenvolvimento.

Radioisotopos  Simples: Necessita de equipamento Interna/
Deteccdo sensivel, especifico para detecgdo; Externa
independentamente  Pode haver troca de
da locslizagdc do material radicstive  por
inseto. trofalaxia.

Isotopos Preciso e Répido. Requer espectrémetro de Intema

estaveis massa de isotopos (caros);

Depende ds composicdo
da planta.

Radar Rastreamento de Demorado e oneroso; Externa
movimento sem Néo & adequado pars
necassidade de todos os tamsnhos de
recaptura. insetos

Molecular Especifico; Alto custo; Intema

(Proteinas Informacdes sobre 0 Necessdrio  desenvolver

DNA) comportamento técnicas pars cada espécie

reprodutivo.

estudada.

Adaptado de Lavandero et al. (2004) e El Sheikha (2019).

1. RADIOISOTOPOS

No final da década de 1940, as liberag8es isotOpicas de operagdes nucleares demonstraram a utilidade
dos radioisotopos para estudar a dinamica dos sistemas bioldgicos e no inicio da década de 1950, os
ecologistas estavam usando radioisétopos para novas areas de pesquisa experimental. Marcar os insetos
com radiois6topos para estudar a dispersdo, densidades populacionais, comportamento e ingestdo de
alimentos tornou-se um método de marcacdo de insetos muito popular entre os anos 1950 e 1970
(Mastrangelo & Walder, 2011).

Os insetos sdo mais radiorresistentes do que os vertebrados superiores, mas menos resistentes do que
bactérias, protozoérios e virus. Uma das razBes para isso € a Regra de Dyar, ou seja, 0s artropodes tém
um crescimento descontinuo e a maioria das divisdes celulares acontecem apenas durante o processo de
muda (Behera et al., 1999).

A quantidade de um radiois6topo retido por um inseto apés a administragdo de uma Unica dose, diminui
exponencialmente ao longo do tempo devido a eliminacao biolégica e ao decaimento radioativo. O tempo
necessario para que a quantidade de um determinado radiotragador internalizado diminua pela metade em
um determinado inseto é denominado meia-vida efetiva (Showler et al., 1988).

As vantagens de usar radiois6topos em vez de marcadores convencionais esta relacionada a sua
permanéncia relativa (corantes muitas vezes sdo removidos e a muda geralmente elimina as marcagdes
externas), a rapida verificacao e a possibilidade de rastrear os insetos marcados que estavam fora de vista
(por exemplo, no subsolo). Varios tracadores foram estudados, como Cobalto 60, Estroncio 89, Zinco 65,
lodo 131, Calcio 45, Cério 144, mas o Fésforo 32 € o radioisétopo mais aplicado para marcacao devido a
sua meia-vida curta, seguranca, atividade e facil de deteccéo (Tabela 2) (O'brien & Wolfe, 1964).
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Tabela 2

Principais radiois6topos utilizados em ecologia.
Radiagédo e energia

Radioisotopo  Simbolo Meia vida (Megaelétron-volt)
Beta Gama

Cobalto 60 80Co 5,3 anos 0,31 1,2
Zinco 65 65Zn 245 dias 0,33 1,1
Ouro 195 195Au 185 dias - 0,1
Calcio 45 45Ca 165 dias 0,25 -
Estroncio 89 89Gr 55 dias 1,50 -
Ferro 59 59Fe 45 dias 0,46 1,2
Fosforo 32 32p 14,2 dias 1,71 -
lodo 131 131] 8 dias 0,61 0,36

Fonte: Neto et al. (1976).

Para andlises mais prolongadas é necesséario avaliar o ciclo de desenvolvimento do inseto a ser
estudado. Quan et al. (1957) utilizaram Cério 144 como marcador persistente para popula¢gbes de pulgas,
mosquitos, baratas e carrapatos, sua meia vida é de 282 dias e o isétopo do seu decaimento denominado
de Praseodimio 144 tem meia vida de 18 min, mas o seu beta energético de 2,97 MeV é alto e facilita sua
deteccéo.

Uma das fungfes do radioisétopo é medir o consumo de alimentos, sem ser eliminado pelo sistema
biolégico do inseto. As larvas das abelhas Apis melifera Linnaeus, ndo defecam até pouco antes da
pupacao, assim o Tritio e **C néo séo isotopos adequados pois podem ser perdidos como vapor de agua
trittada (HTO) ou “CO:. (Dietz & Lambremont, 1970a). J& para o 3?P a retencao foi constatada durante o
periodo larval, portanto foi possivel mensurar o consumo alimentar entre as castas nas abelhas, onde as
larvas que se transformaram em rainha tinham um consumo médio de 19% a mais do que as operarias
(Dietz & Lambremont, 1970b).

Para marcacdo de duas espécies de lepiddpteras Panaxia dominula Linnaeus e Arctia caja Linnaeus,
Kettlewell (1952) tratou a fonte alimentar com enxofre (2°S) que possui meia vida de 87,1 dias e emite um
raio beta de baixa energia (-0,168 MeV). As larvas alimentadas com as plantas tratadas apresentaram
baixas contagens, diferentemente dos seus excrementos, porém, apds a pupacdo o0s adultos possuiam
contagens superiores. Isso, se deve ao fato de que o imago tem uma area de superficie maior do que uma
larva, do qual a maioria dos raios beta foi absorvida. Também foi constatado a concentragédo de enxofre
nas asas de alguns lepidopteros.

Arthur et al. (1987) utilizaram radiois6topo para avaliar a dispersdo de adultos de Sphenophorus
levis Vaurie, imergidos em solugado de 32P, por 15 minutos e liberados em dois talh8es de cana-de-agUcar.
Observaram que os machos se dispersam mais rapidamente que as fémeas com distancias de até 24,7 e
9,12 m, respectivamente, e a deteccdo desses insetos marcados foi de aproximadamente trés semanas.

Para Buscarlet (1983), a principal vantagem é que as informac¢8es sdo obtidas do préprio inseto e nédo
dos alimentos consumidos ou dos produtos retirados. Existem também algumas limitag6es que impéem a
escolha adequada do tragador. Por exemplo, o contetdo alimentar no isétopo original ndo marcado deve
ser constante e alto o suficiente para induzir uma taxa mensuravel de eliminacéo do tracador.

Esse método, indicado para consumidores primarios ou predadores, se baseia na conservacdo do
radioisétopo por meio do sistema "alimentos-insetos-corpos-produtos removidos". Se 0s insetos recebem
alimentos uniformemente marcados, a absorcdo pode ser calculada a partir da quantidade de tracador
medido no corpo e nos produtos removidos por secrecdo, excrecao, respiragcao de CO2, (se 0 ou *C foi
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utilizado), transpiracdo de agua (se 80 ou ®H foi usado), producado de ovos e outros (Kasting & Mcginnis,
1965).

Para marcagdo de adultos de Aedes aegypti Linnaeus, Hassett & Jenkins (1951) constataram que a
absorcdo de 32P ocorre para larvas de terceiro e quarto instares devido a alta taxa de alimentacéo, e o
acumulo desse isétopo no tecido foi em média de 30% no intestino médio e posterior, 20% nos tabulos de
Malpighi. As fémeas acumulavam cerca de 15% nos corpos gordurosos e 5% nos musculos das asas.
Outros 5% foram encontrados no corddo nervoso ventral e 9% nas glandulas salivares. Radeleff et al.
(1952) criando moscas da bicheira, Callitroga americana Cushing e Patten, em dietas artificiais e naturais
marcadas com 2P, também observaram actimulo desse radioisétopo no abdémen e no térax dos adultos.

Moore et al. (1974) estudou o potencial uso da técnica de marcacédo de radioisétopos para investigacéo
da relacdo predador-presa, utilizando ovos e larvas da traca Heliothis virescens Fabricius alimentadas
com 32P em solucgédo de sacarose a 10%, para predacéao da joaninha Coleomegilla maculata DeGeer. Dessa
maneira, através de equacdes de predicdo da andlise de regressao pode-se saber o nimero de ovos ou
larvas consumidos, desde que determine a radioatividade da presa antes do consumo.

Em laboratério Sgrillo et al. (1977) ao ministrarem solucdo acucarada contendo 2P para adultos
delLixophaga diatraeaeTowns, observaram que as larvas no interior das fémeas incorporaram o
radioisétopo, dessa forma, foi possivel detectar um parasitismo de 24% em lagartas de Diatraea
saccharalis Fabricius frente aos adultos marcados em gaiola ecolégica.

Williams & Reichle (1968) estimaram a taxa de consumo do besouro Chrysochus auratus Fabricius
através da eliminagdo de rubidio-86 e fosforo-32 inoculado em plantas de Apocynum
cannabinum Linnaeus, os individuos consumiram 56,8% (15,9 mg) de seu peso corporal seco em alimentos
por dia, da folhagem ingerida 43% matéria seca foi digerida e 56% da energia assimilada. O valor calorico
(cal/g) do alimento digerido foi 1,17 vezes maior do que o consumido e os besouros assimilaram 87%
do #Rb e 74% do 32P presentes nos alimentos, sendo que a meia-vida biologica de 8Rb no inseto foi de
um dia, enquanto a de 3P foi de 7,5 dias nas fémeas e 10,2 dias nos machos, essa diferenga possivelmente
€ um reflexo do metabolismo do fésforo envolvida na formagéo do ovo.

A aplicacao é feita sobre o inseto ou na dieta e a sua deteccédo depende do tipo de radiacéo a ser medida,
do estado fisico da amostra e local podendo ocorrer através de um contador Geiger-Muller, cintilagdo
liquida, detectores de cintilacdo sdlida, autoradiografia e medidores portateis de taxa (Showler et al. 1988).
Sua transferéncia pode ocorrer a nivel trofico superior facilitando a marcacéo de predadores, porém nos
casos em que ha trofalaxia é possivel haver troca de material radioativo entre insetos marcados e nao
marcados, reduzindo a confiabilidade da técnica. Assim, por questdes de seguranca, deve ser utilizada
apenas em ambientes fechados (laboratérios ou casas de vegetacdo) e tem custo elevado, porém, os
insetos podem ser mantidos vivos (Fernandes, 2002).

2.1SOTOPOS ESTAVEIS

Um substituto para muitos métodos de radionuclideos sdo os métodos de isGtopos estaveis, uma vez
que nao apresentam riscos para a saude ou para o0 meio ambiente e ainda podem ser empregados em
condi¢cdes de campo. Os isOtopos estaveis ndo séo radioativos, nem tdxicos e ocorrem naturalmente no
meio ambiente. Esses elementos possuem atomos com o mesmo nimero de prétons, mas diferente
namero de néutrons da forma mais comum do elemento encontrada na natureza, resultando em uma
massa diferente, portanto, eles podem ser facilmente distinguidos. Por exemplo, um isétopo estavel de
nitrogénio (**N) e carbono (*3C) s&o responsaveis por 0,732% e 1,08% de todo o nitrogénio e carbono,
respectivamente (Michener & Lajtha, 2007).

Na biologia, os is6topos estaveis, incorporados aos tecidos dos insetos, sdo utilizados em estudos
ecolégicos de niveis tréficos e processos metabdlicos, no campo da entomologia aplicada, os is6topos de
carbono tém sido usados para a marcacgéao e identificacdo permanente de insetos (Mainali et al., 2022). A
variacdo natural dos is6topos estaveis é uma ferramenta que elucida a dindmica espaco-temporal das vias
ecoldgicas, aplicada com sucesso para rastrear uma ampla gama de organismos dispersantes e itens de
interesse forense (Le Bot et al., 2011).

O principio da técnica € que a composicao isotépica estavel de um animal seja determinada por sua
dieta, que por sua vez ira refletir a “assinatura” do ambiente onde cresceu. Por exemplo, no caso do
hidrogénio (H), a composicao isotopica da chuva varia geograficamente de forma previsivel, principalmente
em funcdo da temperatura, e qualquer organismo assumira o perfil isotépico H da regido em que se
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desenvolveu (Bowen, 2010). Assim Holder et al. (2015) através da andlise de isétopos de hidrogénio das
asas dos besouros Arhopalus ferus Mulsant, parte metabolicamente inertes apds a emergéncia do adulto,
conseguiram demonstrar que a infestacdo de um navio cargueiro provavelmente se originou em Auckland,
Nova Zelandia.

A composicédo isotdpica assimilada nos tecidos dos organismos é promovida pela discriminacao de
is6topos mais pesados durante processos biolégicos (Botteon, 2018) e sua detecc¢éo € realizada por meio
de espectrometria de massa e exige méao-de-obra especializada para manipulacdo do equipamento, os
custos de analise por amostra, dependendo do is6topo e da matriz, pode variar de US$ 5 a 100,00. As
assinaturas isotopicas naturais ja séo utilizadas em diversas areas de pesquisa, dessa forma existe uma
escala de padronizagdo internacional as quais, grandes diferengas nas abundancias dos is6topos de
carbono (12C=1,1%, 13C=98,9%) e nitrogénio (15N=0,3663% e 14N=99,63%), as razdes 3C/*2C e 15N/1“N
sdo geralmente expressas em notacéo delta (8) partes por mil (por mil %o) (IAEA, 2009).

Além do seu potencial para o uso em quarentena de plantas, essa técnica pode fornecer informacdes
para detectar hospedeiros alternativos de espécies invasoras fora de seu ambiente original. Dessa forma,
com intuito de determinar a origem geografica da populacdo de Bactrocera dorsalis Hendel no norte da
China, Zhao et al. (2018) estabeleceram uma relagdo entre a 4gua da chuva e os valores das razes dos
isétopos estaveis de hidrogénio (62H) nesse inseto e constataram que os valores de 3°H ndo eram
consistentes com os da agua da chuva em Pequim, mas sim para cidade de Fuzhou, no sudeste da China,
esta disseminacao provavelmente ocorreu devido o comércio interno de frutas e vegetais.

Para estudar a predacdo em condicdbes de campo, Nienstedt & Poehling (2004) marcaram o
pulgdo Sitobion avenae Fabricius com isé6topo estavel 15N e ofertaram para predadores de diferentes
estratégias de alimentac@o como por exemplo o besouro Platynus dorsalis Pontopiddan e a aranha Erigone
atra Blackwall. Em seus resultados observaram que o contelido desse is6topo nos predadores estava
acima do nivel natural, até 11 dias ap6s a ingestdo, sendo este valor correlacionado com o niumero de
pulgdes marcado ingeridos, permitindo a sua quantificagdo. Além disso, o contetido de >N aparentemente
nao foi influenciado pela ingestéao de presas adicionais ndo marcadas.

Faiman et al. (2019) utilizaram oxido de deutério (?*H20), por ndo deixa tragos duradouros no ambiente
sazonal e ser facilmente armazenado na quitina dos insetos, marcaram as espécies de Anopheles
gambiae Giles, observaram que a disponibilidade do isotopo 2H para as larvas do mosquito foi aumentada
por microrganismos coletados e cultivados localmente (ou seja, protozoarios, algas e bactérias) fornecidos
na dieta larval. Apés o inicio de enriquecimento o is6topo pode ser detectado entre 5 a 7 dias, porem a
faixa de seguranca € de 10 a 15 dias. Por fim, 0s autores sugerem que essa marcagao seja viavel por mais
de quatro meses proporcionando oportunidades para estudos de captura de marcas de longo prazo em
grande escala.

Juarez et al. (2020) conduziram um estudo sobre dispersdo de adultos de Ae. aegypti em duas
comunidades residenciais no Texas, EUA, através do enriquecimento de recipientes com isétopos estaveis
(*3C e 15N) observaram a distancia média e maxima percorrida por machos foi de 242 m e 429 m e para
fémeas foi de 195 m e 337 m respectivamente. De acordo com 0s autores o0s custos da analise isotdpica
por amostra deve ser aproximadamente US$ 6, e essa tecnologia pode ser usada para tratar questdes
relacionadas a biologia e ao controle de mosquitos em ambientes locais de diversas partes do mundo.

A diferenca inerente nas assinaturas isotdpicas de dietas de criagdo em massa comparadas com dietas
selvagens nos fornece marcadores naturais de baixo custo para insetos criados em larga escala uma vez
gue as plantas vasculares terrestres diferem em suas razées 3C/12C por causa de suas vias fotossintéticas
e enzimaticas, Cs, C4 ou metabolismo acido das crassulaceas (CAM) e sua discriminacdo relativa contra
os atomos 13C mais pesados. Quase todas as arvores frutiferas e outras espécies de plantas dicotiledéneas
sdo plantas Cs (maga, banana, frutas citricas etc.) e possuem uma faixa isotopica entre —25%. € —35%o
sendo a média de -27+2%.. Enquanto para as plantas Ca pertencentes as Poaceae (cana-de-aclcar) e
Cyperaceae, esses valores variam entre -7 e -18%o0 com média de - 11%. (Hood-Nowotny et al., 2016).

As plantas Cs incorporam preferencialmente o 2C porque reduzem o CO: a fosfoglicerato através da
enzima RuBP-carboxilase, que é sensivel as diferencas de massa dos is6topos de carbono; ja as plantas
Ca4 reduzem o CO: a &cido aspértico ou malico através da enzima PEP-carboxilase, que ndo possui o poder
discriminatorio da RuBP-carboxilase (Boutton, 1991). Esses valores isotépicos agrupados em intervalos
distintos e sem sobreposicéo permitem identificar a dieta dos animais a partir da analise isotopica dos
produtos em questdo, uma vez que a assinatura isotépica dessa fonte alimentar é refletida nos tecidos
especificos dos animais apds certo tempo de metabolismo (Deniro & Epstein, 1978; 1981).
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As assinaturas de is6topos de C, O, N e S em insetos criados em massa sdo geralmente independentes
umas das outras, ou seja, fonte de aclcar, fonte de agua usada para fazer a dieta, fertilizagdo da fonte
primaria de N na dieta e as condi¢des geograficas de origem da fonte S. Isso significa que eles podem ser
tratados como marcadores independentes (Gir6n & Rios, 1980).

As proteinas (medidas pelo nitrogénio) e os carboidratos (medidos pelo carbono) exercem influéncia no
estado fisiolégico e nutricional de um inseto (Le Gall & Behmer, 2014), em laboratério as respostas de
forrageamento por fémeas de Bactrocera tryoni Froggatt aos locais de proteina e oviposicdo estédo
correlacionadas com o nitrogénio e o carbono corporal total, dos quais baixos niveis elevam a busca por
proteinas, enquanto que altos niveis correspondem a maior procura para oviposigao (Balagawi et al., 2014).
Além disso, a alimentacdo de proteina aumenta a longevidade e o sucesso de acasalamento dos machos,
onde as fémeas acasaladas por esses individuos alimentados com proteinas armazenam esperma por
mais tempo comparados com aqueles desprovidos de proteinas (Prabhu et al., 2008). De acordo com
Wigglesworth (1972), o metabolismo por grama de peso corporal do inseto diminui com o seu crescimento,
de modo que a respiracéo € proporcional a massa do individuo com um expoente fracionario cerca de 2/3
(0,67).

No estudo realizado por Zhou et al. (2004) através de proteinas marcadas com “C na dieta de fémeas
de A. aegypti, observaram que para atender a necessidade dos processos fisioldgicos, incluindo atividades
reprodutivas e sobrevivéncia apds o primeiro ciclo gonotréfico, sdo necessarias reservas adicionais de
proteinas. Além disso, carboidratos, incluindo aglcares e glicogénio derivados dos aminoacidos da
proteina da refeicdo, atingiu rapidamente cerca de 5% (3% de acucares mais 2% de glicogénio) em 1 h,
enquanto o nivel de reserva de lipideos atingiu cerca de 2,5% neste momento, sugerindo que a
gliconeogénese dos aminoacidos das proteinas da refeicdo é uma via metabdlica de resposta rapida, em
comparacao com a lipogénese. Por outro lado, a conversdo maxima de aminodcidos em aclUcares mais
glicogénio (7%) foi menor do que a conversao em lipideo (16%). Isso sugere que a lipogénese deve atender
as necessidades das reservas maternas de triaciglicerol (TAG) e dos lipidios do ovo.

Para Drosophila nigrospiracula Patterson e Wheeler, a mudanga dos recursos alimentares do
hospedeiro natural para uma dieta de laboratério de levedura por apenas 24 horas resultou em uma
mudanca nas assinaturas de is6topos estaveis em direcao aos valores do novo recurso, isto valida sua
aplicacdo em estudos de ecologia de recursos e habitats alimentares sendo sensivel o suficiente para
detectar mudancas dietéticas recentes, desde que os hospedeiros difiram em suas razdes de is6topos
estaveis (Markow et al., 2000).

Na Australia, Mainali et al. (2022), comparou as razdes isotdpicas de carbono e nitrogénio entre B.
tryoni criadas em diferentes dietas de larvas e moscas selvagens coletadas. Devido a variabilidade da fonte
de alimento na fase larval e adulta valores de 8N foram inconclusivos, porém, na analise de &'3C foi
possivel determinar a origem das moscas das frutas e rastrear mudang¢as na composi¢do isotdpica
conforme as dietas dominadas por C4 (laboratério) e Cs (frutos de plantas). Isto demonstra que o uso de
acucar C4 na dieta de larvas e adultos pode ser um marcador intrinseco adequado de moscas das frutas
liberadas em um programa Técnica do Inseto Estéril. Resultado similar ao de Botteon (2018) que
com Anastrefa fraterculus Wiedemann obteve valores diferentes de 8'2C comparado as moscas selvagens
e criadas em frutos a base de fontes C3, mesmo apds 15 dias de mudanca de dieta.

Kjeldgaard et al. (2021) avaliaram as interacdes inter e intracoloniais em populac¢des introduzidas de
formigas Solenopsis invicta Buren no Texas e para quantificar o compartihamento entre ninhos
monoginicos (coldnias com uma Unica rainha que pde ovos) e poliginicos (coldnias com varias rainhas que
pdem ovos) no campo foi oferecido as operarias de cada ninho uma solu¢éo de sacarose contendo glicina
marcada com 3N. Cinco dos 52 ninhos néo tratados mostraram evidéncias de compartilhamento com o
ninho tratado (dois monoginicos e trés poliginicos) a 5 metros de distancia, possivelmente ninhos
polidémicos, pois de modo geral as coldnias se comportaram de forma idéntica, sugerindo que ambas as
formas sociais mantém limites estritos de col6nia, independente da distancia.

3. OLIGOELEMENTOS (ELEMENTOS RAROS)

As técnicas de marcagdo com elementos raros foram desenvolvidas na década de 1970 como uma
alternativa a marcacdo de insetos com isétopos radioativos. Os oligoelementos sdo usados como
ferramentas de marcagdo interna em aproximadamente 8 ordens e 30 familias de insetos, incluindo
carrapatos e aranhas. Alguns desses utilizados na marcagéo incluem os elementos rubidio (Rb), estroncio
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(Sr), césio (Cs), manganés (Mn), hafnio (Hf) e iridio (Ir) e os elementos lantanideos: lantanio (La), samario
(Sm), eurdpio (Eu), disprosio (Dy) e cério (Ce). Esses elementos séo utilizados na forma natural (ndo
radioativa) e, em geral, adicionados a dieta na forma de cloreto, sendo que, 0 Rb em sua forma de cloreto
(RbCI) é o marcador mais frequentemente usado para insetos (Hagler & Jackson, 2001).

A analise dos elementos de césio, estroncio e rubidio, apés digestdo do material orgénico, pode ser feita
por meio de espectrofotometria ou espectroscopia (plasma). Entretanto, para os lantanideos como o
disprésio, a deteccdo do seu teor deve ser realizada por meio da ativacdo de néutrons. Durante esse
processo, o 164Dy, que é um isétopo de ocorréncia natural, forma o isétopo 5Dy, que emite radiacdo gama.
Essa emissao pode ser detectada por meio de filme de raio X, que fica marcado pela radiacdo (Fernandes,
2002).

Para determinagdo do nivel de marcagdo com elementos raros, Stimmann (1974) considera que os
insetos marcados atinjam pelo menos a média acrescida 3 vezes o desvio padrdo em comparacdo com 0s
insetos controle, dessa forma mais de 99% dos insetos de campo devem possuir valores inferiores
encontrados nos insetos marcados. Conhecendo as concentracdes dos elementos no alimento, no inseto
e nas fezes, podem-se determinar os a porcentagem de alimento ingerido, digerido e sua conversao em
biomassa (Parra et al., 2013).

Hopper & Woolson (1991) conseguiram marcar o parasitbide de Heliothis sp., Microplitis
croceipes Cresson,por até vinte dias ap0s a emergéncia, usando isolada ou conjuntamente os elementos
Dy, Cs, Rb e Sr, constatando que a utilizagdo de mais de um elemento para marcacdo permite um maior
numero de combinaces e, consequientemente, maiores possibilidades de marcacéo de insetos.

A praticidade de marcar insetos com oligoelementos depende de alguns fatores, listados na revisédo de
Hagler & Jackson (2001):

- Os niveis naturais dos elementos-tracos, encontrados na crosta terrestre, podem variar de acordo com
a localizacéo geogréfica e alterar as quantidades encontradas em plantas e insetos;

- A absorcéo desses elementos varia de acordo com a espécie, portanto é necessario determinar os
niveis dos oligoelementos antes de iniciar os estudos com marcacéao;

- Existe uma correlagéo entre a quantidade do marcador com tamanho do inseto, aumentando ainda
mais a variabilidade entre espécies;

- Para essa técnica é importante aplicar a concentracdo mais alta possivel sem afetar a fisiologia e
comportamento do inseto, fornecendo assim a marca acima da quantidade encontrada em insetos ndo
marcados;

- O modo de aplicagdo determina sua intensidade e duragao;

- Por fim, a quantidade de oligoelemento retido por um inseto pode diminuir ao longo do tempo devido a
alimentacéo, excrecdo, acasalamento e oviposicao.

Para Ceratitis capitata Wiedemann o Rb pode ser usado como marcador fisioldgico interno para avaliar
a dispersdo em campo, sendo incorporado ao inseto por meio da alimentacdo de larvas ou adultos em
plantas hospedeiras tratadas com aplicag6es foliares. A concentracdo minima de Rb necessaria na dieta
larval para marcar as moscas adultas seria de aproximadamente 3000 pug Rb/g e para adultos cerca de
1000 pg Rb/g, e estas concentracbes sdo alcancadas por meio de multiplas aplicacdes de
aproximadamente 10 g Rb/L na planta hospedeira (Van Steenwyk et al., 1992).

Wilkins et al. (2007) ao alimentar larvas de Anopheles gambiae e Anopheles stephensi Liston em RbCI
constataram que o aumento nas concentracdes desse elemento afeta a longevidade, portanto passaram a
recomendar uma concentracdo de 200 ppm para marcagdo de ambas as espécies, onde a deteccao de Rb
em machos adultos ocorre a partir de 6 dias de idade e fémeas adultas 10 dias de idade.

Ja Maciel de Freitas et al. (2004) avaliaram a marcacao de ovos de Aedes albopictus Skuse apés uma
Unica refeicdo de sangue contendo RbCI, e encontraram uma concentragdo molar ideal de 0,025 M
resultando em mais de 80% dos lotes de ovos marcado com Rb. Nas fémeas adultas esse elemento foi
detectado essencialmente no abdémen, cuja producdo de ovos e sobrevivéncia ndo diferiram das nao
marcadas, pelo menos nas trés semanas seguintes a refeicdo de sangue marcada.
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Kumano et al. (2021) utilizando dieta artificial tratada com 0,5% de Rb para machos de Euscepes
postfasciatus Fairmaire, constataram a transferéncia deste oligoelemento na ejaculacdo em fémeas
inseminadas sem afetar sua longevidade, portanto essa metodologia permite monitorar o nivel espacial de
esterilidade em um programa de erradicacao através do desempenho de machos estéreis frente as fémeas
selvagens.

CONCLUSOES

Entender a dispersdo dos insetos é fundamental para compreensdo de sua biologia, demografia e
etologia. A marcacgéo dos insetos ndo pode afetar seu comportamento, deve ter duracdo correspondente
ao tempo de estudo, ndo ser toxico, facil aplicacdo e identificacdo, além disso € prudente considerar o
custo-beneficio e a seguranca ambiental para determinar sua viabilidade. As trés técnicas discutidas nessa
reviséo, apresentam um grau de permanéncia elevado, independem do tamanho do inseto e localizagéo
para rastreio. Para radioisétopos as informacdes sao obtidas pelo préprio inseto, ja para is6topos estaveis
e oligoelementos € necessario determinar a quantidade de tragador na dieta. A composi¢éo isotépica
assimilada nos tecidos dos organismos € promovida pela discriminagéo de isétopos mais pesados durante
0s processos bioldgicos, podem ser detectadas em consumidores primarios, predadores e na prépria prole,
outra caracteristica relevante na area radioentomoldgica € a identificacédo de espécies invasoras de acordo
com sua regido, demonstrado a versatilidade dessas ferramentas.
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