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RESUMO

Isolamento reprodutivo entre linhagens brasileiras de Helicoverpa zea e
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)

O género Helicoverpa Hardwick, 1965 (Lepidoptera: Noctuidae: Heliothinae)
compreende insetos pragas de distribuicdo cosmopolita. Historicamente no Brasil, H.
zea (Boddie) é a principal praga do género, no entanto, em 2013 foi reportado pela
primeira vez no territorio brasileiro H. armigera (Hubner). Estudos filogenéticos,
morfolégicos e ecoldgicos tém relacionado estas duas espécies como irmas. A
possibilidade de hibridacdo entre H. armigera e H. zea em condicbes naturais
desperta interesse sobre 0s mecanismos genéticos, reprodutivos, de
desenvolvimento e comportamentais de especiacdo dessas espécies. Além disso, H.
armigera e H. zea sdo pragas severas para diversos cultivos, o que torna o
entendimento destes processos crucial para o desenvolvimento de estratégias de
controle. Dentro deste contexto, nosso objetivo foi confirmar a viabilidade e a
adaptabilidade da prole hibrida entre as linhagens brasileiras de H. zea e H.
armigera. Associado a isso, nds também testamos a tolerancia da linhagem hibrida a
deltametrina e plantas geneticamente modificadas (Bt). E por ultimo, aplicamos
marcadores moleculares em individuos oriundos do campo para identificar a
ocorréncia natural de possiveis individuos hibridos em diferentes cultivos e regides
do territorio brasileiro. Nossos resultados confirmam a possibilidade de surgimento
de uma prole hibrida parcialmente fértil entre as linhagens brasileiras de H. zea e H.
armigera. Assim como os marcadores nucleares sugerem a presenca de individuos
hibridos putativos em condi¢des naturais no territorio brasileiro. Os mecanismos pré-
copulatérios de especiacdo parecem ser menos efetivos na manutencdo do
isolamento reprodutivo, visto que os testes de escolha revelaram cruzamentos
interespecificos reciprocos entre as espécies. A linhagens provenientes dos
cruzamentos interespecificos tiveram um menor intervalo de tempo entre cada
geracdo (T) ao serem comparadas com as linhagens provenientes de cruzamentos
coespecificos. Porém a capacidade de fémeas gerarem fémeas e a capacidade de
manter a populagdo em crescimento (Ro, rm,) foram menores nas linhagens hibridas
em relagdo as linhagens coespecificas, indicando uma tendéncia a extingdo das
populacdes hibridas ao longo das geracbes. A prole hibrida proveniente do
cruzamento interespecifico YHa x JHz nao foi fértil. As proles provenientes dos
cruzamentos interespecificos tiveram indice de sobrevivéncia a deltametrina
equivalente ao da linhagem coespecifica de H. armigera, ja os individuos hibridos da
geragao F2 (hibrido F1 x hibrido F1) apresentaram menor sobrevivéncia em relagao
a H. armigera. Nao houve sobrevivéncia das linhagens coespecificas e
interespecificas nos testes de sobrevivéncia ao algoddo Bt. A baixa viabilidade de
cruzamentos interespecificos e hibridos em laboratério e a baixa frequéncia de
hibridos putativos no campo confirmaram isolamento reprodutivo entre H. zea e H.
armigera, mesmo que parcial.

Palavras-chave: Hibridacdo; Especiacédo; Fitness; Marcadores moleculares; MIP
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ABSTRACT

Reproductive isolation between Brazilian strains of Helicoverpa zea and
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae)

The genus Helicoverpa Hardwick, 1965 (Lepidoptera: Noctuidae:
Heliothinae) includes insect pests of cosmopolitan distribution. Historically in Brazil,
H. zea is the main pest of the genus (Boddie), however in 2013 H. armigera (Hubner
was first reported in Brazil). Phylogenetic, morphological and ecological traits have
suggested these two species are “sibling species”. The possibility of hybridization
between H. armigera and H. zea under natural conditions arouses interest in genetic,
reproductive, developmental and behavioral mechanisms of speciation between
these species. In addition, H. armigera and H. zea are severe pests in several crops,
which makes the understanding of these processes critical to the development of
control strategies. Within this context, our goal was to carry out interspecific
bioassays of behavior and development to confirm the viability and fitness of hybrid
offspring between Brazilian strains of H. zea and H. armigera. Furthermore, we
tested the tolerance of the hybrid strains to deltamethrin and genetically modified
cotton plant (Bt). Finally, we applied molecular markers in specimens from different
regions and hosts to identify the possible occurrence of natural putative hybrid
specimens in Brazil. Our results confirm the possibility of emergence of a partially
fertile hybrid offspring between Brazilian strains of H. zea and H. armigera. In
addition nuclear markers suggest the presence of putative hybrids in natural
conditions in Brazil. Pre-copulatory speciation mechanisms are not effective in the
maintenance of reproductive isolation, since the choice tests showed reciprocal
interspecific crosses between species. The interspecific strains showed lower
developmental time among generations (T) when compared with the conspecific
strains. However, interspecific strains have lower reproductive capacity and
maintaining growing population (Ro, RM, A), indicating an extinction trend of hybrid
populations over generations. The hybrid individuals from 9Ha x Hz cross are not
fertile. The hybrid individuals from interspecific crosses showed equivalent survival to
deltamethrin than H. armigera conspecific strain, however hybrid individuals F2
(hybrid F1 x hybrid F1) showed lower survival to H. armigera. There were no survival
of the parental and hybrid strains to Bt cotton. The low viability of interspecific
crosses in the laboratory and the low frequency in the field confirmed reproductive
isolation between H. zea and H. armigera Brazilian strains, even partial.

Keywords: Hybridization; Speciation; Fitness, Molecular markers; IPM
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1 INTRODUCAO

O género Helicoverpa (Lepidoptera: Noctuidae) esta relacionado a grandes
problemas na area agricola em varios paises. Helicoverpa zea (Boddie) é uma
importante praga no continente Americano, e no Brasil ataca principalmente a cultura
do milho (LEITE et al., 2014). Ja Helicoverpa armigera (Hubner) antes considerada
restrita a alguns paises da Europa, Asia e Austrdlia, passou a ser uma praga
invasora nas Ameéricas, o primeiro registro oficial de H. armigera no continente
americano ocorreu em 2013 (SPETCH et al., 2013; CZEPACK et al., 2013). As
larvas sdo polifagas alimentando-se da estrutura vegetativa e reprodutiva de
importantes plantas cultivadas como milho, trigo, algoddo, soja, tomate e varias
outras espécies de cereais, leguminosas e horticolas (FITT, 1989; ZALUCKI et al.,
1994; SOUZA; REIS, 2003).

Estudos filogenéticos, morfolégicos e ecoldgicos tém relacionado estas duas
espécies como espécies-irmas (CHO et al.,, 2008; POGUE, 2013; LEITE et al.,
2014). Tal fato sugere que as populacdes de H. zea encontradas nas Américas
possivelmente se originaram por especiacdo alopatrica devido a eventos evolutivos
como efeito fundador de um pequeno grupo de H. armigera oriundo do velho mundo
(BEHERE et al., 2007).

O isolamento geografico que havia entre essas populagbes permitiu que
houvesse uma diferenciacdo entre elas, tornando assim duas espécies distintas,
mas estritamente relacionadas. O isolamento é a principal chave para a especiacao
e ele se da por meio de acumulo de caracteristicas que direcionam mecanismos pré-
zigoticos, que precedem a fecundacdo do zigoto impedindo que ela aconteca
(FEDER, 2007; JUNG, 2013), e/ou mecanismos pOs-zig6ticos, que atua na
inviabilidade do zigoto, infertilidade ou menor adaptabilidade da prole hibrida
(ARNOLD; HODGES, 1995; COYNE; ORR, 2004; RIDLEY, 2006; SCHLUTER,
2001).

Porém com a recente aproximagdo geografica dessas duas espécies e seus
habitos ecolégicos comuns, aumenta a possibilidade de acasalamentos
interespecificos, ja que, esses mecanismos sdo passiveis de falhas. Em heliotineos
existem casos reportados de hibridacdo (LASTER, 1972; MILLER et al., 1986; TEAL;
OOSTENDORP, 1995; ZHAO et al., 2005; MING et al., 2007), inclusive entre H. zea
e H. armigera em condicbes de laboratorio (LASTER; HARDEE, 1995; LASTER,;
SHENG, 1995).
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A hibridacdo é o resultado do fluxo génico entre espécies interespecificas
podendo gerar ou ndo uma prole viavel e fértii (MALLET, 2005). Quando a prole
hibrida é fértil ocorre o surgimento de zonas de hibridagcdo com fluxo génico
interespecifico entre os espécimes relacionados (HARRISON; ARNOLD, 1982).
Hibridacdo pode gerar vigor hibrido na prole (heterose) e introgressdes no genoma
de uma espécie aumentando suas chances de adaptacdo em novos e perturbados
ecossistemas (JIGGINS et al.,, 2008; BAACK; RIESEBERG, 2007; ABBOT et al.,
2013).

No ambito agricola a deteccéo de hibridos pode requerer um novo arranjo nas
estratégias de Manejo Integrado de Pragas (MIP). A confirmacédo da possibilidade de
um hibrido entre H. armigera e H. zea deve ser abordada com o intuito de esclarecer
questdes relacionadas a rapida dispersédo de H. armigera no Brasil, e a adaptacdo
de possiveis hibridos em relacdo a hospedeiros, fertilidade, capacidade de
disperséo, resisténcia a inseticidas e plantas geneticamente modificadas, que sao de
extrema relevancia para o controle de pragas. Visto que, apds confirmacdo da
presenca no Brasil em 2013, H. armigera ja atingiu uma ampla distribuicdo em toda
Ameérica do Sul e Central com recente coleta em armadilhas de feromdnio na Florida,
USA (LEITE et al., 2014; MASTRANGELO et al., 2014; MURUA et al., 2014;
SENAVE, 2014; HAYDEN; BRAMBILA, 2015).

A possibilidade de hibridagdo entre H. armigera e H. zea em condigbes
naturais desperta interesse sobre 0s mecanismos genéticos, reprodutivos, de
desenvolvimento e comportamentais de especiacdo dessas espécies. Além disso, H.
armigera e H. zea s&do pragas severas para diversos cultivos, o que torna o
entendimento destes processos crucial para o desenvolvimento de estratégias de
manejo, uma vez que a transferéncia de genes/loci com potencial adaptativo € uma
realidade em zonas de hibridacdo (ARNOLD; MARTIN, 2009; ABBOT et al., 2013,
FRAISE et al., 2014). Sendo assim nossos objetivos foram:

e Realizar em condicdes laboratoriais bioensaios interespecificos de
comportamento de preferéncia de acasalamento entre linhagens brasileiras
de H. zea e H. armigera.

e Realizar bioensaios de desenvolvimento para confirmar a viabilidade e vigor

da prole hibrida entre as linhagens brasileiras de H. zea e H. armigera.
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e Testar a tolerancia da linhagem hibrida resultante do cruzamento
interespecifico reciproco entre H. zea e H. armigera a deltametrina e algod&o
geneticamente modificado (Bt).

e Aplicar marcadores moleculares em individuos oriundos do campo para
identificar a ocorréncia natural de putativos hibridos em diferentes cultivos e

regides do territorio brasileiro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Helicoverpa spp. no Brasil

As espécies do género Helicoverpa fazem parte do complexo da subfamilia
Heliothinae, dentro da ordem Lepidoptera. Dentre estas, destacam-se as espécies
Helicoverpa zea (Boddie) e Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)
como importantes pragas agricolas. Estas espécies atacam diversas culturas e
causam prejuizos em diversos paises (FITT, 1989; HEAD et al., 2010; WALSH et al.,
2014). O manejo dessas pragas € dificil e complexo uma vez que ha uma grande
dificuldade de identificacdo em campo devido as suas semelhancas morfoldgicas e
ja foram reportados casos de resisténcia a diversos inseticidas (RUMMEL et al.,
1986; FITT, 1989; WU et al., 2008; POGUE, 2004; ARTHROPOD PESTICIDE
RESISTANCE DATABASE — APRD, 2016)

Restrita ao continente americano H. zea é considerada uma das principais
pragas da cultura do milho, porém no Brasil ha registros de H. zea em outros
hospedeiros como milheto, algoddo e tomate (DEGRANDE; OMOTO, 2013). Seu
ciclo de vida no milho compreende as fases de ovo, que sé&o depositados no estilo-
estigma e eclodem ap6s 3 dias aproximadamente. Posteriormente a lagarta migra
para espiga e se desenvolve dentro de 18 dias em média passando por cinco ou
seis instares larvais; nos ultimos instares larvais, as lagartas migram para o solo
onde ocorre a fase de pupa até a emergéncia do adulto, essa fase dura em média
15 dias. Os adultos sobrevivem de 5 a 15 dias, porém dependendo das condicdes
podem sobreviver até 30 dias. H. zea tem habito principalmente noturno, se alimenta
de néctar, as fémeas podem ovipositar mais de 1.000 ovos, e a oviposicdo comeca
normalmente trés dias apos a emergéncia (MANTRAGOLO et al., 1998; NAVARRO,
1987; NASERI et al., 2011; NASREEN; MUSTAFA, 2000).

Os danos causados por H. zea no milho ocorrem principalmente na espiga
guando os gréos ainda estéao leitosos, a lagarta perfura a palha e se alimenta dos
graos, além disso, elas atacam os estigmas impedindo a fertilizacdo. Os locais
perfurados facilitam a entrada de micro-organismos podendo causar outros danos a
planta (CARVALHO, 1980; GALLO et al., 1988).

Ja H. armigera € mais conhecida como uma praga que sO ocorria no velho
mundo e assim como H. zea apresenta uma gama de hospedeiros e uma alta
mobilidade, além de caracteristicas biolégicas como alta fecundidade e um ciclo de

vida curto (FITT, 1989). Ambas as espécies possuem morfologia semelhantes, tanto
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na fase adulta quanto em lagartas, portanto sdo consideradas espécies cripticas o
que dificulta a identificacdo no campo; a principal diferenca morfolégica est4 na
genitadlia masculina, tornando inviavel a identificacdo diretamente no campo
(ZALUCKI et al., 1994; POGUE, 2004).

No ano de 2013, H. armigera foi oficialmente registrada pela primeira vez no
Brasil, atacando cultivos de soja em Goias e na Bahia, no Mato Grosso atacando o
algoddo (CZEPAK et al.,, 2013; SPECHT et al., 2013).. Em janeiro de 2014 o
SENAVE (Servicio Nacional de Calidad y Sanidad Vegetal y de Semillas), um 6rgéo
governamental do Paraguai confirmou o registro de H. armigera atacando cultivos de
soja, chia, nabo forrageiro, trigo e canola. Na Argentina MURUA et al. (2014)
capturou exemplares em armadilhas com feromoénio. Em outubro de 2014 a NAPPO
(North American Plant Protection Organization) relatou a identificacdo de H. armigera
em Porto Rico cujos individuos foram capturados em armadilha. Ja no ano de 2015
foi relatado pela primeira vez a presenca dessa praga no EUA em que um exemplar
foi identificado em armadilhas de feroménio na Florida (HAYDEN; BRAMBILA, 2015;
EL-LISSY, 2015).

H. armigera € uma praga que possui mais de 100 hospedeiros, sendo que
grande parte destes apresentam importancia econdémica (FITT, 1989). No Brasil, H.
armigera foi encontrada atacando principalmente as dicotiledbneas como feijao,
algodao e soja. Entretanto, esta também foi encontrada em menor propor¢cdo em
sorgo, milheto e milho (LEITE et.al, 2014). Considerada uma das mais severas
pragas da Asia, Europa, Africa e na Austrdlia, H. armigera quando em estagio
imaturo ataca folhas e caules, porém ha uma forte preferéncia por frutos,
inflorescéncia e vagens. Nestes paises sao relatados danos de mais de 2 bilhdes de
ddlares por ano, isso sem mencionar os danos ambientais decorrentes do uso de
inseticidas (TAY et al., 2013), e atualmente 0 mesmo vem ocorrendo no Brasil.

A entrada da praga do Velho Mundo no continente americano € preocupante,
nao sé pelos prejuizos acarretados, ja que essa praga € considerada mais voraz e
mais tolerante aos inseticidas do que H. zea. Laster e Hardee (1995) e Laster e
Sheng (1995) cruzaram as duas espécies em laboratorio e essas foram capazes de
produzir hibridos férteis. A presenca de hibridos no campo pode ser amplificada ja
que as duas espécies compartiiham os mesmos hospedeiros e espaco. As
caracteristicas desses hibridos e o seu potencial diante das nossas caracteristicas

agricolas ainda sédo desconhecidos. Cabe aos pesquisadores reverem 0s conceitos
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de Manejo Integrado de Pragas (MIP) e utilizar ferramentas mais modernas, como o
uso de técnicas moleculares que desempenham papéis fundamentais na
identificacdo, diversidade genética, distribuicdo espacial, origem de populacdes,
racas, preferéncia de hospedeiros e manejo de resisténcia a inseticidas,

principalmente das espécies introduzidas.

2.2 Mecanismos de especiacao pré e pos-zigoticos

Deriva genética, efeito fundador, selecdo natural, entre outros eventos séo
processos evolutivos para a formacao de novas espécies. Quando esses eventos
ocorrem e impedem o fluxo génico entre populacdes, uma parte da populagao
segrega, ou ha uma selecédo aleatéria ao longo das geracdes, e a especiacdo passa
a ser possivel. A especiacdo tem como seu principal promotor o isolamento
reprodutivo. Quando h& um fluxo génico entre populagdes, o padrdo genético delas
sera parecido, porém quando as populacdes se isolam reprodutivamente ndo ha
troca de material genético e 0s eventos que causam variagcdes genéticas, como as
mutacdes, continuam ocorrendo nas duas populacdes isoladamente (COYNE; ORR,
2004; NOSIL; FEDER, 2012). Essas diferencas que vao se acumulando possibilitam
0 surgimento de caracteristicas genotipicas e fenotipicas que as diferenciam e
aumentem cada vez mais as divergéncias entre essas populacgdes garantindo que
elas evoluam de forma independente uma da outra, tornando 0s cruzamentos entre
elas mais raros, até cessarem (MALLET, 2008; COYNE; ORR, 1989; COYNE; ORR,
2004).

O isolamento reprodutivo pode estar relacionado a preferéncia por uma planta
hospedeira, comportamento para o inicio de uma cépula, barreiras geograficas,
diferencas temporais e padrdes fisiologicos, que irdo impedir a copula e conseguinte
havera a formacdo de novas espécies (COYNE; ORR, 1989; FATOUROS et al.,
2006; KOROL et al., 2000; RIDLEY, 2006; XUE et al., 2009). Para que ocorra o
isolamento reprodutivo sdo necessarios mecanismos que irdo impedir a cOpula entre
espécies ou populagbes distintas. Esses mecanismos ocorrem em uma fase pré-
zigotica e/ou pos-zigotica. Sdo processos que envolvem diferencas morfolégicas,
comportamentais ou fisiolégicas.

Coyner e Orr (2004) definem o isolamento pré-zigético como sendo um
mecanismo que impede o fluxo de genes, antes do gameta masculino fecundar o

gameta feminino. Esse isolamento pode acontecer antes da cOpula ou até mesmo
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apos, impedindo a fecundacdo. Esses mecanismos podem dar-se por barreiras
sexuais ou comportamentaise um exemplo comum seria 0 uso de feromdnios
especificos para atrair um companheiro; barreiras por habitat, quando espécies tem
nichos distintos e sado separadas por uma barreira espacial , esse isolamento pode
ser causado por adaptacéo preferencial de um hospedeiro, competicao, entre outros
fatores; barreira temporal que impede o fluxo génico entre espécies em simpatria por
eles se reproduzirem em tempos diferentes; barreiras mecéanicas que impedem a
copula, por apresentarem diferentes estruturas (COYNER; ORR 2004).

Para exemplificar esses comportamentos podemos citar o caso de duas
espécies de formigas simpatricas, Mycocepurus goeldii (Forel) (Hymenoptera:
Formicidae) e Mycocepurus castrator (Habeling e Bacci) (Hymenoptera: Formicidae).
Estas espécies coabitam o mesmo ninho e um estudo evidencia que M.
goeldii evoluiu recentemente de M. castrator, e estudos morfolégicos e
comportamentais indicam que essas duas espécies sao isoladas reprodutivamente,
pois ha diferencas no tamanho do corpo e na morfologia da genitalia do macho,
além disso existe uma preferéncia relacionada ao local de acasalamento, onde M.
goeldii realiza voos nupciais para copular e M. castrator tem preferéncia por copular
em vegetagOes baixas (RABELING et al., 2014)

Um outro exemplo de caracteristicas que impedem a troca de gametas pode
ser observado em plantas, onde um dos principais mecanismos de isolamento
discutido, é o periodo de floracao servindo como barreira. Savolainen et al., 2006 fez
um estudo com duas espécies que evoluiram em simpatria, Howea forsteriana
(Beccari) (Arecales: Arecaceae) e Howea belmoreana (Beccari) (Arecales:
Arecaceae). A divergéncia entre essas espécies se deu apds aparecer um novo tipo
de solo que apresenta um pH diferente do ja existente a e consequentemente um
novo nicho ecolégico. Mesmo apresentando tais diferencas, ha locais onde ambas
as especies estao presentes e o que mantem o isolamento entre elas sdo algumas
diferencas morfolégicas e o periodo de floracdo, onde o pico de floracdo de H.
forsteriana ocorre cerca de seis semanas antes que H. belmoreana.

Quando ocorre copula interespecifica e nenhuma barreira é capaz de impedir
a fertilizacdo, a atuacdo de mecanismos p0s-zigoéticos sdo necessarios. Inviabilidade
de ovos, mortalidade de formas jovens, menor adaptacdo dos hibridos (fithess) e
esterilidade s&o processos que promovem o isolamento. Muitos casos referentes a
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inviabilidade de ovos sao relatados por pesquisadores (PRESGRAVES, 2002; ZHAO
et al., 2005b).

Hibridizacdo € um assunto de suma importancia para a comunidade cientifica
e nesse atual trabalho, devido suas implicagcdes no sistema ecologico e agricola.
Esse tema sera abordado em um tépico separadamente, finalizando os principais

mecanismos que envolve especiacao e suas ferramentas de isolamento reprodutivo.

2.3 Hibridacao

Hibridacdo surge a partir de cruzamentos interespecificos, isto ocorre quando
h& uma falha ou auséncia de isolamento pré-zigético. Hibridos sdo comuns na
natureza, especialmente no caso das plantas, e de individuos em que a fertilizacéo é
externa, como 0S peixes, mas isso nao quer dizer que seja uma vantagem. O
isolamento reprodutivo pos-zigético pode potencialmente estar relacionado a fatores
genéticos, que irdo causar esterilidade da progénie e apresentar desempenhos mais
baixos em relacdo a seus pais (FATOUROS, 2006; GROTT et al., 2008; SANCHEZ;
DUBENDORFER, 1983; TURELLI et al., 2001).

A esterilidade hibrida € muito comum e bem conhecida em alguns grupos de
plantas e animais, um exemplo classico € entre o cruzamento Equus asinus e Equus
caballus (Linnaeus) (Perissodactyla: Equidae) gerando a mula (Equus asinus X
Equus caballus) (Perissodactyla: Equidae), que é estéril (ZHAO et al., 2005a). Em
Drosophila a maioria dos cruzamentos interespecificos geram machos estéreis e
fémeas férteis, ao retrocuzar fémeas F1 com machos parentais, a prole de machos
F1 desse cruzamento também é estéril (varias referéncias). Esse tipo de esterilidade
masculina também ocorre ao cruzar fémea Heliothis subflexa (Guenée) (Lepidoptera:
Noctuidae) e macho de Heliothis virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae)
(ZHAO et al., 2005b).

Liriomyzia sativae e L. trifolii s&o duas pragas minadoras que danificam uma
variedade de culturas principalmente nos Estados Unidos ao cruzar as duas
espécies em laboratério entre fémeas de L. sativae e macho de L. trifolii obteve-se
ovos, porém estes ndo eclodiram e o cruzamento contrario gerou individuos hibridos,
porém s6 do sexo feminino. Ao retrocruzar a prole hibrida com seus respectivos
parenteis as fémeas n&o ovipositaram (TOKUMARU; ABE, 2005). Em gafanhotos
do género Chorthippus GOTTSBERGER; MAYER (2007) cruzaram as duas

espécies que vivem em simpatria (C. biguttulus x C. brunneus). Os machos dessas
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espécies atraem suas parceiras pelo som que eles emitem, e em laboratorio foi feito
o cruzamento interespecifico e os hibridos foram testados para saber seu potencial
de atracdo. Hibridos tiveram sonorizacdo intermediaria comparada aos seus
parentais, tornando-0s pouco atraentes para fémeas de ambas espécies, assim, eles
sdo considerados comportamentalmente estéreis.

Prole hibrida pode muitas vezes sofrer desvantagens quando comparadas
aos seus pais, como nos casos mencionados acima. Porém nem sempre essa € a
realidade, existe uma caracteristica conhecida como heterose ou vigor hibrido que é
um fendmeno onde a aptidao (viabilidade e taxa de desenvolvimento) do hibrido é
melhorada em contraste aos seus parentais, essa caracteristica foi proposta pela
primeira vez por Shull em 1914. Portanto mesmo os hibridos sendo resultado de
cruza entre espécies que carregam carga genotipica e fenotipica diferentes,
atualmente o conceito de hibrido ndo é mais dado somente para aqueles individuos
que por incompatibilidade génica sao estéreis, hoje ja se tem muitos casos em que
os hibridos tém boa adaptacdo e conseguem tornarem-se isolados reprodutivamente
e assim formar uma nova espécie.

Existem estudos, como o de Mathenge et al., 2010 feito com Dactylopius
tomentosus (Hemiptera: Dactylopiidae) que é uma espécie constituida por dois
biétipos que controlam diferentes plantas daninhas que vivem em simpatria. Um
bidtipo controla Cylindropuntia fulgida e o outro C. imbricata, que s&o espécies de
cactos. Ao serem liberadas para o controle desses dois cactos as espécies vao
coexistir, podendo assim ocorrer a hibridagdo. Portanto MATHENGE et al., 2010
cruzou os dois bidtipos em laboratério para avaliar o desempenho dos hibridos e
saber se teria algum impacto com a liberagédo. Os testes indicaram um vigor hibrido
para ambos hospedeiros, indicando que o controle das ervas daninhas ndo sera
prejudicado.

Atualmente a hibridizagdo tem se tornado uma ferramenta para diversas
finalidades como o melhoramento genético no meio agrénomo, principalmente
guando se trata de culturas geneticamente modificadas, insetos para declinio da
populacdo através da esterilidade ou insetos para o controle biologico, portanto
estudos como o de MATHENGE et al., 2010 s&o de grande relevancia.

Outros trabalhos mostram casos de hibridizagcdo entre espécies de
importancia agricola, comparando ciclo de vida, potencial reprodutivo e diferencas
fisiolégicas (GADENNE et al., 1997; FU et al., 2005; TABATA; ISHIKAWA, 2005).
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Esses trabalhos sédo de suma importancia para entender quais os problemas e as
vantagens da hibridizagdo para o sistema agricola, onde temos um diversificado
cenario com a introducdo de insetos para controle biologico, invasdo de pragas e
plantas exoticas. H. armigera, por exemplo, atualmente esta amplamente distribuida
no Brasil, 0 que n&o ocorria até poucos anos atras, sabemos também do histérico de
hibridacdo dessa praga com espécies proximas (LASTER; HARDEE, 1995;
LASTER; SHENG, 1995) o que nos leva a questionar o atual cenario brasileiro em
relacdo a H. zea e H. armigera, onde temos plantacdes de diversas culturas em
quase toda a extensdo territorial. Nestes plantios ha intercalacdo de safra e safrinha
sem periodos de vazio sanitario, oferecendo condi¢cfes propicias para o aumento na

guantidade de geracfes dessas pragas e o encontro das duas espécies no campo.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Insetos

Os individuos de H. armigera utilizados nos bioensaios laboratoriais foram
coletados na fase jovem provenientes de duas coletas independentes realizadas em
cultivos de soja em Luiz Eduardo Magalhdes — BA em 2013 e 2014. Os individuos
de H. zea foram coletados na fase jovem em cultivos de milho também proveniente
de duas coletas independentes nas cidades de Piracicaba — SP e Engenheiro
Coelho — SP em 2014. As fases jovens foram mantidas em dieta artificial (GREENE
et al., 1976) até a fase de pupa. Ap6s emergéncia dos adultos, estes eram
adicionados em gaiolas cilindricas de PVC (40 cm de didametro x 40 cm de altura)
revestidas internamente com papel e fechadas na parte superior com tecido tipo tule.
O alimentado fornecido aos adultos foi uma solucdo aquosa de mel a 10%. Os ovos
coletados na superficie do papel e tule foram acondicionados em potes plasticos
contendo papel filtro umedecido com &gua destilada. Apos a ecloséo, as lagartas
foram inoculadas em dieta artificial e retornaram a criacdo de manutencéo. As fases
jovens e adultas foram mantidas em sala de criacdo a temperatura de 25+2°C,
umidade relativa de 60+10% e fotofase de 14 horas, assim como todos o0s
bioensaios laboratoriais aqui realizados.

3.2 Bioensaios de preferéncia

Pupas de ambas as espécies foram separadas por sexo seguindo
metodologia de BUTT; CANTU (1962) e isoladas individualmente. Adultos com
menos de 24 horas de eclosao foram utilizados nos bioensaios. Um unico individuo
fémea ou macho de cada espécie foi combinado com dois individuos do sexo
oposto, um de cada espécie (H. armigera e H. zea), em gaiolas de PVC descritas
acima. Individuos do mesmo sexo presentes na mesma gaiola foram marcados com
tinta inodora para identificacdo dos individuos durante o processo de acasalamento.
As gaiolas foram alocadas em uma sala com o fotoperiodo invertido, sendo a
escotofase / fotofase de 12h. ObservagbBes periddicas a cada 30 min foram
realizadas no periodo de escotofase por um periodo de sete dias utilizando lanterna
com luz vermelha. Foram realizadas 30 repeticdbes para cada tratamento [ H.
armigera + (& H. armigera e & H. zea); @ H. zea + (& H. armigera e & H. zea); & H.

armigera + (¢ H. armigera e ¢ H. zea); & H. zea + (? H. armigera e @ H. zea)]. Os
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dados binomiais de preferéncia de cépula foram submetidos a analise de regresséo
com distribuicdo binomial usando a funcéo logit link (SAS Institute 2002).

3.3 Parametros de Fertilidade e Desenvolvimento

Pupas de ambas as espécies foram separadas por sexo seguindo
metodologia de BUTT; CANTU (1962) e isoladas individualmente. Adultos com
menos de 24 horas de eclosdo foram utilizados nos bioensaios. Foram realizados
quatro tratamentos: (a) ¢ H. armigera x & H. armigera [Ha x Ha], (b) ¢ H. zea x & H.
zea [Hz x Hz], (c) @ H. zea x & H. armigera [Hz x Ha] e (d) @ H. armigera x & H. zea
[Ha x Hz]. Para os cruzamentos coespecificos foram utilizados 25 casais, para 0s
acasalamentos interespecificos 50 casais. Sendo que cada repeticdo foi feita com
cinco casais mantidos nas mesmas condicdes descritas no Item 3.1. A tabela de vida
foi realizada em dois substratos distintos para a fase jovem, dieta artificial (GREENE
et al., 1976) e algodéao (variedade FM993).

As varidveis avaliadas foram: tempo de pré-oviposicdo e oviposicao,
longevidade e fertilidade da fémea, viabilidade do ovo, larva e pupa e tempo de
desenvolvimento de ovo a adulto. Também foi avaliado massa corporea de larvas
(12 dias) e pupa (24h). Pelo menos uma postura de cada casal foi utilizada para
determinar o periodo embrionéario, os ovos foram colocados em placas de petri com
um papel filtro umedecido, e fechada na parte superior com pelicula de plastico.
Ovos foram contadas diariamente assim como o nimero de ovos eclodidos.

Com as variaveis acima foram estimados os parametros tempo médio entre
geracdes (T), a taxa liquida de reproducédo (Ro), e taxa de crescimento intrinseca
(rm). Os parametros e seus respectivos erros padrédo foram estimados por meio de
programa de computador "Lifetable.sas" (MAIA et al., 2000) (SAS Institute, 2000). Os
dados de cada parametro bioldgico foram testados em relacdo a homogeneidade
das variancias de erro. Nenhuma transformacéo de dados foi realizada. Como um
método de discernir os diferentes tratamentos, as médias de cada parametro
biolégico foram comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05) em SAS® (PROC:
ANOVA) (SAS INSTITUTE, 2000).
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3.4 Bioensaios de tolerancia a estratégias de controle

3.4.1 Tolerancia a deltametrina
Bioensaios de curva concentracdo-resposta preliminares foram realizadas

com individuos de H. zea e H. armigera com o0 objetivo de estimar uma dose
discriminatoria para 0s experimentos subsequentes. Para realizagdo da curva
concentracdo-resposta foram utilizadas de seis a oito concentracdes do inseticida
deltametrhin (Produto técnico, AgrEvo) (98,5%) e o controle com quatro repeticdes
de 12 larvas de terceiro instar. A avaliacao foi feita 48 horas apés a infestacdo, até o
momento da avaliagdo as placas foram mantidas em cémaras climatizadas com
temperatura de 25+ 2°C e fotofase de 14h. As lagartas eram consideradas mortas,
guando ao serem tocadas por uma pinca nos ultimos segmentos abdominais, 0s
individuos ndo tinham movimentos aparentes. Os dados foram submetidos a andlise
de Probit (SAS INSTITUTE, 2002) para determinacéo da susceptibilidade.
Posteriormente a prole oriunda dos cruzamentos coespecificos, dos
cruzamentos interespecificos e dos cruzamentos entre hibridos foram submetidos a
concentracdo de 10000 ppm (correspondente a CLsg de H. armigera), dose definida
como discriminatéria entre as duas espécies. Assim um total de cinco tratamento
foram realizados com as respectivas proles dos cruzamentos: (a) ¢ H. armigera x &
H. armigera [Ha x Ha], (b) ¢ H. zea x & H. zea [Hz x Hz], (c) ¢ H. zea x & H.
armigera [Hz x Ha], (d) ¢ H. armigera x & H. zea [Ha x Hz], (e) hibrido F1 x hibrido
F1 oriundos do cruzamento YHz x dHa [Hza x Hza] com o nimero de repeticdes
variando entre dois e seis por tratamento, sendo cada repeticdo contendo 12 larvas

de terceiro instar seguindo a metodologia dos bioensaios de dose-resposta.

3.4.2 Tolerancia a plantas geneticamente modificadas

Foram realizados bioensaios de sobrevivéncia em algodao convencional e
geneticamente modificado (Bt) utilizando as larvas dos cinco tratamentos descritos
acima (3.4.1). Para isso foram utilizados dois diferentes substratos: algodao
convencional (FM993) e algoddao Bt evento MON15985 (Bollgard 1I). Os
experimentos foram realizados em placas contendo agar microbiolégico, papel filtro
e 0 substrato. Foram feitas trés repeticbes com 12 lagartas de primeiro instar para
cada hospedeiro. A variavel avaliada foi o nUmero de sobreviventes até a fase de

pupa.
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3.5 Identificagao das linhagens mitocondriais e nucleares

3.5.1 Populag¢des coletadas em campo

Para a identificacdo de populacdes coletadas em campo, foram utilizadas 59
populacdes, provenientes de quatro culturas: soja, algodao, milheto e milho, em
diferentes localidades dos estados da Bahia, Ceara, Goias, Maranh&o, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Sao Paulo e Rio Grande do Sul. No total

foram identificados 433 individuos.

Tabela 1 — Populacdes de campo coletadas em soja, algodao, milheto e milho de

2012-2015
(continua)
Cadigo Local de coleta Cultura N Data de coleta
Bal9 Riachdo das Neves - BA Soja 4 10/2012
Ba23 Riachdo das Neves - BA Soja 3 11/2012
Ba20 Luis E. Magalh&es - BA Soja 5 10/2012
MT6 Rondondpolis - MT Soja 10 08/2012
MT7 Rondonépolis - MT Soja 3 01/2013
MS2 Chapadao do Sul - MS Soja 7 11/2012
Ma4 Balsa - MA Soja 9 06/2013
Ba25 Séo Desidério - BA Soja 10 01/2013
LRV1 Lucas de Rio Verde - MT Soja 8 10/2014
PL1 Primavera do Leste - MT Soja 12 10/2014
Ba55 Roda Velha - BA Soja 3 12/2014
GO2 Mineiros - GO Soja 9 03/2014
RS2 Itaara - RS Soja 11 10/2014
Ba34 Anel da Soja - BA Soja 8 01/2014
LM1 Luis E. Magalhaes - BA Soja 5 01/2015
Vil Viradouro - SP Soja 6 12/2015
Subtotal 113

Mal Maranh&o Algodéo 10 06/2012
Ba4 Luis E. Magalh&es - BA Algodéo 4 05/2012
Ba5 Luis E. Magalh&es - BA Algodéao 2 10/2012
Bal2 Luis E. Magalh&es - BA Algodéao 6 12/2012
CE1l Limoeiro do Norte - CE Algodao 4 08/2012
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Tabela 1 — Populac¢des de campo coletadas em soja, algodao, milheto e milho de

2012-2015
Cadigo
Bgl
Ba44
Ba45
co1
Subtotal

Ba9
Ball
Subtotal

Bal8
SP1
SP2
MS1
MT1
MG1
Balo
Ba27
SP5
SP6
Ba28
Ba32
PR1
RS1
GO1
PR3
SP12
SP13
SP14
MG3
MG4
Ba49
PR4
Ba53

Local de coleta
Séo Desidério - BA
Luis E. Magalhaes - BA
Roda Velha - BA
Correntina - BA

Luis E. Magalhaes - BA
Luis E. Magalhaes - BA

Luis E. Magalhaes - BA
Itapira - SP
Assis - SP
S&o Gabriel do Oeste - MS
Rondondpolis - MT
Capitolio - MG
Luis E. Magalhaes - BA
Barreiras — BA
Candido Mota — SP
Jardindpolis - SP
Luis E. Magalhdes — BA
Luis E. Magalhdes — BA
Rolandia — PR
Passou Fundo — RS
Montividiu — GO
Londrina — PR
Jaboticabal — SP
Candido Mota — SP
Casa Branca — SP
Uberlandia — MG
Capitolio — MG
Correntina — BA
Castro - PR
Roda Velha — BA

Cultura
Algodéo
Algodéo
Algodao
Algodéo

Milheto
Milheto

Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho
Milho

N
9
11
4
10
82

12

(continuacao)
Data de coleta
2013
02/2014
02/2014
03/2015

10/2012
12/2012

09/2012
12/2012
06/2012
06/2012
01/2012
08/2012
12/2012
02/2013
01/2013
04/2013
03/2013
06/2013
01/2013
01/2013
05/2012
01/2014
01/2014
03/2014
05/2014
03/2014
02/2014
04/2014
05/2014
12/2014
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Tabela 1 — Populagdes de campo coletadas em soja, algodao, milheto e milho de

2012-2015 (continuacgéo)
PAl Palotina — PR Milho 7 02/2015
JA2 Jaboticabal — SP Milho 7 02/2015
PG1 Ponta Grossa — PR Milho 6 07/2015
JA1 Jaboticabal — SP Milho 9 02/2015
RV1 Rio Verde — GO Milho 6 02/2015

Subtotal 113

Total 433

3.5.2 Extracao do DNA
O DNA gendmico total foi extraido a partir de tecido toracico de adultos ou de

lagartas, utilizando o protocolo de CORREA et al. (2014) modificado. As amostras
foram alocadas em tubos de 1,5mL. Em cada amostra foi adicionado 700 uL de
CTAB (100 mM de Tris HCI; 1,4M de NaCl; 0,02M de EDTA ph 8,0; 2% CTAB); 2 pL
de B-mercaptoetanol e 10 pyL de proteinase K (20mg/mL), apéds foi feita a maceragao
da amostra e os tubos foram incubados em banho-maria (65°C) por 1 hora.
Centrifugou-se durante 10min a 14.000 rpm para formacao do sobrenadante, que foi
removido e colocado em um novo tubo (1,5mL), com 600 pL de CIA (Cloroférmio —
alcool isoamilico 24:1) e 200 yL de CTAB, os tubos foram agitados no vértex e
centrifugados a 14.000 rpm por 10min. A fase aquosa (sobrenadante) foi transferida
para um novo tubo (1,5mL), e adicionado 600 uyL de CIA, agitado no vértex e
centrifugado a 14.000 rpm por 10min; novamente o sobrenadante foi transferido para
um novo tubo (1,5mL) e adicionado o isopropanol gelado (-20°C) (2/3 do volume =
260 pL — 400 pL), os tubos foram calmamente agitados e levados ao freezer (-20°C)
por 1 hora ou overnight. Na etapa seguinte foram centrifugados a 12.000 rpm por
15min, o sobrenadante foi removido, mantendo o pellet que foi lavado duas vezes
com 500 uL de etanol 70% e 95% respectivamente. Os tubos foram colocados para
secar durante 3 horas ou overnight. Para ressuspender o pellet foi usado 100 yL de
agua MilliQ e 1 yL de RNAse (20 mg/mL — pura), os tubos eram colocados em
banho-maria a 37°C por 1 hora. A concentracdo de DNA de cada amostra foi
estimada por meio de eletroforese em géis de agarose 1,5% (p/v) corados com
SYBR Safe (Life Technologies) e por comparacdo com padrdes de concentracdes

conhecidas (Lambda DNA). A partir dessas concentracdes estimadas, foi feita a
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diluicdo das amostras em &gua ultrapura, padronizando-se as concentracdes das

amostras em 10 ng/pL de DNA.

3.5.3 Marcadores moleculares
Dois marcadores baseados no genoma mitocondrial e nuclear foram utilizados

para identificacdo molecular das espécies. O primeiro marcador baseado no gene
mitocondrial Citocromo ¢ Oxidase subunidade | (COIl) (BEHERE et al., 2008) foi
utilizado para confirmagcéo da heranca materna das populacbes. A metodologia
consiste na amplificagdo de um fragmento do gene COIl com posterior corte com
uma enzima de restricdo especifica a um sitio de mutacao que diferencia fielmente
as espécies em questdo. A enzima identifica uma mutacéo especifica no fragmento
do gene amplificado de H. armigera promovendo a fragmentacdo do gene em dois
fragmentos de 318 e 193pb. Ja para H. zea essa enzima nao € capaz de cortar o
fragmento, mantendo o mesmo no tamanho original de 511pb.

A amplificacédo via PCR de um fragmento de tamanho de 511 pb do gene COI
foi realizada em volume total de 10 pL, contendo 1 pL de DNA (50ng/ uL); 3,4 uL de
agua ultra pura; 1 yL de tampao (10X); 1,5 pl MgCl, (25 mM); 1 ul de dNTP (2,5mM);
1 ul de cada iniciador (5 pmols) e 0,15 puL de Taq (5U/ pL). Os primers utilizados
foram COI-FO2 (5° - CTCAAATTAATTACTCCCCATC - 3) e COI-R02 (5 -
GGAGGTAAGTTTTGGTATCATT - 37). O programa de PCR consistiu de um passo
de desnaturacéo inicial a 97°C durante 3 min, seguido por 35 ciclos de desnaturacéo
a 94 ° C durante 30 s, emparelhamento a 47°C durante 30 s, e a polimerizagéo a 72
°C durante 1,5 min, com um passo de extenséo final a 72°C durante 10 min. ApGs
observacdo da amplificacdo positiva, foi feita a reacdo com a enzima de restricdo
sendo utilizados 4 pL da reacdo de PCR, 5 pyL de agua ultra pura, 1,5 pL de 10X
Buffer (CutSmart Buffer da Uniscience) e 0,5 pL da enzima de restricdo BstZ17I,
essa reacao foi incubada em banho-maria a 37°C por 1 hora, e para a visualizagcao
do corte da enzima foi feito um gel de agarose 1,5% (p/v).

O segundo marcador foi baseado no gene nuclear ribossomal ITS1 (rRNA)
utilizando primers espécie especificos descritos por Perera et al. (2015) que permite
a identificac@o das espécies por amplificacdo de fragmentos de diferentes tamanhos.
Os fragmentos amplificados de H. armigera apresenta 147pb e de H. zea 334pb
(PERERA et al., 2015). Os iniciadores utilizados foram: o iniciador “forward” comum
para ambas espécies ITS1-F (5 — GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCC - 3)),
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ITS1Ha-R especifico para H. armigera (5 — CGTTCGACTCTGTGTCCTCTAGTGG -
3’) e TS1Hz-R especifico para H. zea (5° — TTGATTGTTAACGAACGCGCCG - 3)
(PERERA et al., 2015). As condicdes de amplificacao foram feitas utilizando 1 L de
DNA gendmico (10ng); 4,65 pL de agua ultra pura; 0,75 pL de MgCl, (50 mM); 0,25
pL de dNTPs (10 mM); 0,75 pL de cada iniciador (5 pmols); 1 uL de Tampéao (10x);
0,1 pL de Taq DNA polimerase (5U/ pL) num volume final de 10 uL. O programa de
PCR consistiu de um passo de desnaturacao inicial a 95°C durante 3 min, seguido
por 30 ciclos de desnaturacdo a 95 ° C durante 30 s, emparelhamento a 55°C
durante 30 s, e a polimerizagao a 72 ° C durante 2 min, com um passo de extenséo
final a 72°C durante 10 min. Este marcador, nos permite sugerir a presenca de
hibridos, quando o mesmo individuo apresenta bandas caracteristicas de H. zea e H.

armigera.
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4 RESULTADOS
4.1 Bioensaios de Preferéncia de Acasalamento

Machos de H. zea ndo demonstrou preferéncia significativa por nenhuma das
duas espécies (Figura 1A) (likelihood ratio, X*> = 1.65, g.l. = 1, p > 0.05). J& machos
de H. armigera preferem fémeas de H. armigera 75% em relacdo as fémeas de H.
zea 25% (likelihood ratio, X* = 4.18, g.I. = 1, p < 0.05) (Figura 1B). Fémeas de H. zea
que tiveram um sucesso de acasalamento de 60% com macho da propria espécie e
40% com H. armigera, no entanto as diferencas ndo sado significativas (likelihood
ratio, X* = 0,40, g.l. = 1, p < 0.05) (Figura 1C). Resultado similar para fémeas de H.
armigera tiveram 67% de acasalamento com machos da mesma espécie e 33% de
acasalamento com machos interespecifico, porém ndo houve uma diferenca
significativa entre os acasalamentos (likelihood ratio, X* = 1.35, g.l. = 1, p < 0.05)
(Figura 1D).
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Figura 1 - Teste de escolha de acasalamento interespecifico entre H. armigera e H.
zea
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4.2 Parametros de fertilidade e desenvolvimento

4.2.1 Fertilidade
A viabilidade de ovos entre os tratamentos variou entre 47 + 13,55 % e 0 %.

N&o existe diferenca significativa entre os cruzamentos coespecificos [Ha x Ha], [Hz
X Hz] e o cruzamento entre hibridos [Hza x Hza]. O cruzamento entre hibridos [Hza x
Hza] teve diferenca significativa quando comparada ao cruzamento interespecifico
[Ha x Hz]. J& o cruzamento entre hibridos [Haz x Haz] foi completamente infértil ndo

apresentando ovos viaveis (Figura 2).
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Figura 2 - Viabilidade de ovos para todos os tratamentos. Colunas representam as
meédias. Barras de erro (£ EP) com as mesmas letras dentro de evento
nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (P > 0,05)
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4.2.2. Viabilidade e desenvolvimento em dieta artificial

Na Figura 3A foi observado que houve diferenca significativa na maioria dos
cruzamentos em relacdo a massa corporea das lagartas, sendo que a maior média
de 572 + 18,34 foi da prole do cruzamento entre [Ha x Hz] e a menor média foi da
prole oriunda do cruzamento hibrido entre [Hza x Hza], sendo uma média de 197 £
33,02 mg (Figura 3A). A duracdo do estagio de lagarta ndo apresentou diferenca
significativa entre a prole do cruzamento coespecifico [Hz x Hz] e a prole do
cruzamento entre hibridos [Hza x Hza], mas apresentou diferenca entre lagartas
oriundas do cruzamento coespecifico de H. armigera [Ha x Ha], interespecifico [Hz x
Ha] e [Ha x Hz] que ndo apresentam diferencas entre si (Figura 3A). Sendo que a
prole do cruzamento [Hz x Hz] teve a maior média de duracéo de lagarta de 21,32 +
0,4 dias e a menor duracéo foi dada pela prole hibrida do casal [Hz x Ha] com tempo
médio de 17,76 + 0,2 dias (Figura 3A).

Em relacdo ao peso de pupa resultante do cruzamento [Hz x Hz] foi
significativamente diferente das pupas dos outros cruzamentos, assim como as do
cruzamento [Ha x Hz], j& as pupas resultantes dos cruzamentos coespecifico [Ha x
Ha], interespecifico [Ha x Hz] e entre hibridos [Hza x Hza] ndo diferiram entre si
(Figura 3B). Para o parametro duracdo do estdgio de pupa a maior média foi de
15,29 + 0,3 dias e a menor foi 14,67 = 0,33 para as respectivas proles dos
cruzamentos [Ha x Hz] e [Hz x Hz] (Figura 3B). O maior tempo de ciclo total de ovo-
adulto foi de 42,78 + 0,38 dias para as pupas oriundas do cruzamento entre hibridos
[Hza x Hza] que ndo teve diferenca significa quando comparada as pupas do
cruzamento coespecifico [Ha x Ha], ja o ciclo mais curto foi da prole [Hz x Ha] com
38,41 + 0,48 dias e ndo apresentou diferenga significativa quando comparada a
duracédo de pupa oriunda dos cruzamentos [Hz x Hz] e [Ha x Hz] (Figura 3C).

O tempo médio de geracdo (T) teve diferenca significativa em todos os
tratamentos quando realizados em dieta artificial (Tabela 2). A prole do cruzamento
coespecifico de H. zea [Hz x Hz] teve o maior T = 44,57 dias, variando em sete dias
em relacdo ao menor tempo médio de geracdo que foi da prole oriunda do
cruzamento [Ha x Hz] (T = 37,50 dias) (Tabela 2). Ja 0 R, que é a taxa de
reproducdo liquida mostrou um decréscimo significativo entre os quatro tratamentos,
indicando que a reducdo da populacdo € evidente pincipalmente nas linhagens
hibridas [(R, 0,69 % 0,68) e (R, 0,0 £ 0,0)], se comparadas as linhagens puras [(Ro
89,34 + 17,94) e (Ro 34,27 + 14,84)] (Tabela 2).
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Com base nesses resultados estima-se que, depois de 43,2 dias (T) o
cruzamento coespecifico [Ha x Ha] vai gerar cerca de 99 fémeas resultantes de cada
fémea, em H. zea [Hz x Hz] é esperado que depois de 44,57 dias (T) cada fémea
oriunda desse cruzamento gere 37 fémeas, hibridos do cruzamento [Hz x Ha] terdo
0,66 fémea resultante de cada fémea e a prole do cruzamento entre [Ha x Hz] néo
vao gerar nenhuma fémea. A taxa de crescimento intrinseco (rn) foi semelhante
entre H. armigera e H. zea, néo tendo diferenca significativa entre elas, e foi bem
inferior para os hibridos, indicando que no cruzamento entre [Ha x Hz] o crescimento

foi nulo (Tabela 2).
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Tabela 2 - Parametros da tabela de vida de fertilidade de (a) ¢ H. armigera x & H. armigera, (b) ¢ H. zea x & H. zea, (c) ¢ H. zea x
4 H. armigera e (d) @ H. armigera x & H. zea em dieta artificial

Cruzamento T (dias) Ro M
gzn?g;'aarm'gera xJd H. 43,263 + 0,206°* 89,344 + 17,9422 0,104 + 0,0052
(b) © H. zea x & H. zea 44,574 + 0,3672 34.270 + 14,845° 0,082 + 0,011°
;?m?g';'azea xdH. 41,220 +0,012° 0,687 + 0,687° -0,032 + 0,001°
g‘if H. armigera x d H. 37,500 + 0,001° 0,020 + 0,020° -0,103 + 0,000°

! Médias (+ EP) ndo seguidas de mesmas letras, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. T= intervalo de tempo entre cada
geracao, Ry -taxa liquida de reproducéo e r, - capacidade inata de aumentar em ndmero
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4.2.3. Viabilidade e desenvolvimento em dieta artificial

Também foram analisados paréametros biolégicos para as proles dos
cruzamentos em folhas de algoddo. O peso de lagarta foi maior na prole do
cruzamento [Ha x Hz] com uma média de 439,08 + 20,08 mg e menor para as
lagartas oriundas de [Hza x Hza] pesando em média 167,43 + 21,85 mg (Figura 4A).
A duracéo do estégio de lagarta ndo teve uma diferenca significativa entre proles de
[Ha x Ha], [Hz x Ha] e [Ha x Hz], porém foi diferente da progénie resultante do
cruzamento [Hz x Hz] que teve uma duracéo de 27,43 + 0,67 dias (Figura 4A), tendo
uma duracao de cinco dias a mais em relacdo a menor duracdo. Além disso o a
progénie do cruzamento [Hz x Hz] apresentou o maior peso de pupa (362,43 + 12,85
mg), um periodo do estagio de pupa superior a todos 0s outros cruzamentos (14,5 +
0,66 mg) (Figura 4B) e o maior tempo em dias do tempo total de desenvolvimento
(43,78 £ 1,39 dias) (Figura 4C), porém para os dois ultimos parametros ndo houve
diferenca significativa entre as proles dos cruzamentos (Figura 4B e C).

Na tabela de vida o valor de T foi significativamente diferente somente para o
os descendestes do cruzamento [Hz x Hz] com um tempo médio de geracao de
50,96 dias (Tabela 3), tendo um tempo de geracdo de 7 dias maior que as outras
linhagens. A partir do valor de T podemos calcular que depois de 43,5 dias (T) os
descendentes do cruzamento [Ha x Ha] resultara em 121 fémeas resultantes de
cada fémea, para a prole de [Hz x Hz] é esperado que depois de 50,96 dias 30,29
fémeas, e a prole hibrida oriunda dos cruzamentos interespecificos [Hz x Ha] e [Ha x
Hz] depois de 43,22 e 43,57 dias 0,54 e 2,02 fémeas respectivamente por dia.

Ro teve sua maior taxa no cruzamento coespecifico [Ha x Ha] (Ro = 108,88 +
21,8) e sua menor taxa para o cruzamento interespecifico [Hz x Ha] (Ro = 0,57 *
0,57) (Tabela 3). A diferenca foi significativa em todos os cruzamentos para o
parametro r,,, 0 maior valor foi 0,11 e menor -0,034 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Parametros da tabela de vida de fertilidade de (a) @ H. armigera x & H. armigera, (b) @ H. zea x & H. zea, (c) @ H. zea x

Jd H. armigera e (d) ¢ H. armigera x & H. zea em algodao

Cruzamento T (dias)

Ro

Fm

(a) @ H. armigera x & H.

b
armigera 43,508 * 0,787

108,888 + 21,8672

0,108 + 0,004

(b) 2 H. zeax & H. zea 50,960 * 0,403%

28,310 + 12,263

0,068 + 0,0092

(c) @ H.zeax & H.

. 43,220 + 0,001°
armigera

0,575 + 0,575°¢

-0,034 + 0,000°

(d) @ H. armigera x & H.

43,572 + 0,001°
Zea

2,046 + 2,046°

-0,005 + 0,000¢

! Médias (+ EP) N&o seguidas de mesmas letras, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. T= intervalo de tempo entre cada
geracao, R, -taxa liquida de reprodugéo e r, - capacidade inata de aumentar em ndmero.
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4.3 Bioensaios de tolerancia a estratégias de controle

4.3.1 Toleréancia a deltametrina
A curva dose resposta revelou um valor de CLsg igual a 0,0011 pg i.a./lagarta

para H. zea (X? = 3,91; p= 0,27). Ja para H. armigera a CLs, igual a 14382,00 g
i.a./lagarta (X* = 5,58; p= 0,20) gerando uma razdo de tolerancia entre as duas
espécies de 1,3x10’ (Tabela 4).

Os bioensaios com deltametrina para prole resultante de todos os
cruzamentos descritos anteriormente apresentou sobrevivéncia distinta entre
tratamentos (F,24= 51,55; p<0,01) (Figura 5), porém para a prole dos cruzamentos
coespecifico de H. armigera [Ha x Ha] e dos cruzamentos interespecificos [Hz x Ha]
e [Ha x Hz] ndo tiveram diferenca significativa entre si, tendo uma variacdo maxima
de 4,5% de diferenca entre os tratamentos e um alto indice de sobrevivéncia
chegando a 91,7%. A sobrevivéncia da prole oriunda de [Hza x Hza] foi de 25,93%
sendo uma média de sobrevivéncia significativamente superior a prole do
cruzamento coespecifico de H. zea que ndo houve nenhum sobrevivente na

concentragao discriminatéria (Figura 5).



Tabela 4 - Susceptibilidade de Helicoverpa zea e H. armigera (Lepidoptera: Noctuidae) a deltametrina

1 Coeficiente angular (x

Espécie n EPMP) CLso(IF 95%)° RT (CLso)* X GL P
H. zea 237 0,94 +0,13 0,0011 (6,3 x 10— 0,0016) - 3,91 3 0,27
H.armigera 287 0,49 + 0,13 14382,00 (4631,00 - 4,9x10°)  1,3x10’ 5,98 4 0,20

" niimero de insetos testados; ° Erro padréo da média; ° Concentracao letal 50 (ug i.a./lagarta) e intervalo fiducial a 95%; * raz&o de tolerancia

45



46

120 -

100 =
= 2 g I
S = M
wc 80 -
G
3
< 4
e e
a1
= 40 -
0
Z b
(Vp)

20 -

C

Hm'(Ha Hz,('Hz HZ)'(HO Ha)'(Hz Hza;(Hza

Cruzamentos

Figura 5 - Porcentagem de mortalidade a deltametrina da prole oriunda de diferentes
cruzamentos reciprocos de H. armigera e H. zea. Letras distintas indicam
diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

4.3.2 Sobrevivéncia a plantas geneticamente modificadas

N&o houve sobrevivéncia da prole resultante de nenhum dos tratamentos no
algoddo geneticamente modificado. No algoddo convencional que serviu como
controle a progénie do cruzamento coespecifico de H. armigera teve um indice de
sobrevivéncia de 38%, para a progénie do cruzamento coespecifico de H. zea 23%;
e para a prole dos cruzamentos interespecifico [Hz x Ha] e [Ha x Hz] tiveram indice

de sobrevivéncia de 46% e 33%, respectivamente.

4.4 Identificagdo molecular das populagfes de campo

Do total 431 individuos testados 219 foram identificados como H. zea (Figura
6) e 212 como H. armigera utilizando o gene mitocondrial (COIl) (Figura 7). De
maneira geral, os dados oriundos dos marcadores nucleares (nrITS1) geraram
informacdes similares aos marcadores mitocondriais (Figura 6 e 7). A excecao de 14
individuos (LM1-10, Ba45-4, Ba46-3, Ba54-4, Ba54-5, Ba54-6, Ba9-5, Bal8-17,
Bal8-19, MS1-14, SP5-2, JA2-6, RV1-6 e RV1-15) que apresentaram a linhagem

mitocondrial de H. zea e um ou dois alelos de H. armigera (Figura 6) e outros 17
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individuos (MT6-11, LRV1-3, GO2-20, RS2-16, Ba34-12, Mal-2, Mal-3, Mal-6,
Bal2-4, Bal2-5, CO1-1, CO1-6, CO1-8, CO1-10, Ba9-2, Ba27-46 e Ba49-9) que
apresentaram a linhagem mitocondrial de H. armigera e um alelo de H. zea (Figura
7).As linhagens mitocondriais de H. zea foram encontradas preferencialmente no
hospedeiro milho (Figura 6) com excec¢do do individuo LM1-10 que foi coletado em
soja e sugerido como hibrido em nossas analises. JA& os individuos identificados
como H. armigera pela linhagem mitocondrial foram provenientes principalmente de
hospedeiros dicotiledénios como soja, algodao e feijao.

No algodao podemos identificar o maior numero de individuos hibridos, em H.
zea 35% (sete) dos hibridos foram coletados nessa cultura (Tabela 6). Em H.
armigera dos 17 hibridos, 9 foram coletados em algodao, 5 em soja e apenas 2 em

milho.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados confirmam a possibilidade de surgimento de uma prole
hibrida parcialmente fértil entre as linhagens brasileiras de H. zea e H. armigera,
demonstrando o incompleto isolamento reprodutivo entre as duas espécies. O
marcador nuclear baseado na regido do nrDNA (ITS1) também sugere a presenca
de individuos hibridos putativos em condi¢des naturais no territério brasileiro. Prole
hibrida resultante de cruzamentos entre espécies de mariposas da subfamilia
Heliothinae (Lepidoptera: Noctuidae) em condi¢cdes de laboratério € reportada na
literatura para espécies como Heliothis virescens (Fabricius) e H. subflexa (Guenée)
(LASTER, 1972; LASTER et al., 1988) e entre H. armigera e H. assulta (Guenée)
(ZHAO et al., 2005). Também néo € o primeiro relato de prole hibrida fértil entre H.
zea e H. armigera (LASTER; HARDEE, 1995; LASTER; SHENG, 1995). No entanto,
€ 0 primeiro relato que sugere fortemente a presenca de uma prole hibrida em
condicbes de campo. Esses resultados concordam com Leite (2016) e Leite et al.
(2016), onde andlises de loci de microssatélites interespecificos de popula¢bes de H.
zea e H. armigera também sugeriram a presenca de individuos hibridos em
condi¢cBes naturais. No entanto, H. zea e H. armigera mantém uma clara identidade
genética ndo apresentando uma ampla mistura dos genomas entre as populacdes
(LEITE, 2016; LEITE et al., 20186).

A baixa viabilidade dos cruzamentos interespecificos em laboratério e a baixa
frequéncia no campo confirmaram isolamento reprodutivo entre H. zea e H.
armigera, mesmo que este seja parcial. Os mecanismos pré-copulatdrios de
especiacao parecem ser menos efetivos na manutencao do isolamento reprodutivo,
visto que os testes de escolha revelaram cruzamentos interespecificos reciprocos
entre as espeécies. Os individuos machos de H. armigera demonstram preferéncia
para acasalamentos com fémeas da mesma espécie enquanto os machos de H. zea
nao diferiram entre fémeas co e heteroespecificas, apesar de em nameros absolutos
ocorreram um maior namero (77%) de acasalamento de macho de H. zea com sua
fémea coespecifica. Ja os individuos fémeas de H. zea e H. armigera néo diferiram
entre machos de ambas as espécies. Isso sugere que 0os machos sdo mais seletivos
na escolha dos parceiros sexuais que as fémeas. Assim nés podemos inferir que os
mecanismos de percepc¢ao do feromonio sexual, usado pelo macho para reconhecer
a fémea, sdo mais eficientes como isolamento reprodutivo quando comparamos com

os padrbes comportamentais pré-copulatorios de coorte realizados pelo macho que
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antecedem a aceitacao final da fémea para que ocorra a copula, ja que as fémeas
foram menos especificas durante os testes de escolha.

Apesar do mecanismo pré-zigoéticos relacionados a copula ndo serem
eficiente para o isolamento reprodutivo, 0s nossos resultados sugerem que 0S
mecanismos pds-copula sdo os principais responsaveis pelo isolamento reprodutivo
entre H. zea e H. armigera, ja que tivemos uma baixa viabilidade de ovos oriundos
de acasalamentos interespecificos. Um dos mecanismos pés-copula, mas ainda pré-
zigoticos, que podem agir € a incompatibilidade dos gametas, onde o0s
espermatozoides de uma espécie ndo sao capazes de fecundar o évulo da outra
espécie.

Os principais mecanismos de isolamento pds-zigotico em insetos sdo aqueles
de incompatibilidade citoplasméatica mediada por endossimbiontes celulares
(principalmente  Wolbachia), nula/baixa viabilidade da prole hibrida e
incompatibilidade do zigoto (BORDENSTEIN et al., 2001; KOUKOU et al.; 2006).
Testes preliminares realizados com linhagens brasileiras H. zea e H. armigera nao
apontaram presenca de Wolbachia, principal simbionte em artrépodes (Prof.
Fernando L. Cénsoli, comunicacdo pessoal). Além disso, presenca de Wolbachia no
género Helicoverpa nao € descrito na literatura.

Os individuos hibridos provenientes de cruzamentos interespecificos
apresentaram um menor tempo de desenvolvimento ovo-adulto. As larvas e pupas
dos hibridos de maneira geral possuem maior peso quando comparadas com as
linhagens resultantes dos cruzamentos intraespecificos, tanto em dieta artificial
guanto em folhas de algodao, constatando-se o fenbmeno de heterose ou vigor
hibrido na fase jovem. A heterose observada na prole hibrida aumenta a
significancia dos mecanismos de incompatibilidade dos gametas ou inviabilidade do
zigoto no isolamento reprodutivo entre H. zea e H. armigera, que também foi
demonstrada nos casais hibridos onde a prole F2 (hibrido vs hibrido) apresentou
baixa viabilidade de ovos. No entanto, ndo foi testado retrocruzamento de hibridos
com as respectivas linhagens puras de H. armigera e H. zea, o que poderia
aumentar a viabilidade dos cruzamentos e as chances de introgressbes nos
genomas das espécies devido ao fenbmeno de recombinagcdo. Laster e Sheng
(1995) realizando cruzamentos reciprocos entre linhagens de H. zea oriundas dos
EUA e linhagens de H. armigera oriundas da China, atestaram viabilidade similar

entre a prole hibrida oriunda de cruzamentos reciprocos e da prole oriunda de
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retrocruzamentos. A principal diferenca encontrada por Laster e Sheng (1995) foi
que a linhagem materna de H. zea possui um melhor desempenho em todos os
cruzamentos interespecificos realizados. Este resultado foi semelhante ao
encontrado aqui, pois foi o cruzamento “Q H. zea + & H. armigera” que resultou em
hibridos férteis em nossos bioensaios.

Assim, a baixa viabilidade de ovos oriundos de cruzamentos hibridos
reciprocos e dos cruzamentos da geracao F1 revelada pelos nos bioensaios permite
sugerir que os mecanismos fisiolégicos e genéticos de incompatibilidade dos
gametas/inviabilidade do zigoto sdo os principais responséaveis pelo isolamento
reprodutivo de H. zea e H. armigera. A inviabilidade dos cruzamentos foram os
principais fatores para os indices negativos apresentados na tabela de fertilidade
para os cruzamentos reciprocos interespecificos. Heliothis virescens (Fabricius) e H.
subflexa produzem uma prole hibrida parcialmente fértil, pois o macho € infértil
(LASTER, 1972). Trabalhos realizados para determinar a base da esterilidade do
hibrido (GOODPASTURE et al., 1980a,b; LACHANCE, 1984) indica que as
mitocondrias herdadas maternalmente de H. subflexa (LANSMAN et al., 1983) sao
deficientes no hibrido e no esperma retrocruzado (MILLER et al., 1986). No entanto,
se 0 progenitor recorrente no retrocruzamento é H. subflexa, a fertilidade masculina
€ recuperada em duas ou trés geracdes de retrocruzamento (KARPENKO;
PROSHOLD, 1977).

A presenca de individuos hibridos férteis em condi¢cdes naturais possibilita a
ocorréncia de fenbmenos de introgressdo entre H. zea e H. armigera. Esse
fendmeno pode acarretar a transferéncia de genes de importancia adaptativa entre
as espécies (BAAK; RIESEBERG, 2007; MALLET, 2007; BEEBEE; ROWE, 2008).
Isso pode afetar diretamente a adaptacédo dessas espécies a novos ambientes bem
como a resisténcia a taticas de controle. Introgressées no genoma de H. armigera
devido ao fluxo génico interespecifico com espécies de heliotineos nativos da
América do Sul é uma hipotese que deve ainda ser testada para justificar a rapida
adaptacao e expansao de H. armigera no territério sul-americano.

Resisténcia a inseticidas piretroides € amplamente reportada em H. armigera
em diferentes regides do mundo e falhas de controle tém sido reportadas no Brasil
(MARTIN et al., 2000; JOUREN et al., 2012; RASSOL et al., 2014). Nos nossos
bioensaios preliminares, elevada tolerancia a deltametrina foi confirmada nos

individuos de H. armigera quando comparado a individuos de H. zea. Os resultados
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dos bioensaios de sobrevivéncia a deltametrina com os individuos hibridos F1
oriundos de ambos 0s cruzamentos interespecificos reciprocos apresentaram
sobrevivéncia similar a deltametrina em relacdo aos individuos provenientes dos
cruzamentos coespecificos de H. armigera. J& a prole do cruzamento entre hibridos
[Hza x Hza] apresentaram menor sobrevivéncia a deltametrina, por aparente
segregacao mendeliana. Esses resultados sao de grande impacto para 0 manejo da
praga, visto que, demonstra que a tolerancia a piretréides foi transferida para a prole
hibrida oriunda do cruzamento [Hz x Ha] e [Ha x Hz]de maneira dominante e
autossOmica. Em condicbes de campo eventos de introgressao podem permitir a
transferir essa alta tolerancia a inseticidas piretréides a H. zea e outras espécies de
da subfamilia Heliothes nativas do continente americano. Apesar dos Nnossos
resultados ndo apontarem diferenca de sobrevivéncia entre as linhagens puras e
hibridas de Helicoverpa para algodao transgénico com proteinas Bt, o fenbmeno
descrito aqui para inseticidas piretroides pode também influenciar a sobrevivéncia da
prole hibrida em plantas Bt, jA que H. armigera tém demonstrado alta
tolerancia/resisténcia a plantas Bt (GUNNING et al., 2005; NAIR et al., 2013).

A identificacdo molecular de H. zea e H. armigera baseado em marcadores
mitocondriais confirma a ampla distribuicdo de ambas as espécies no territério
brasileiro (LEITE et al., 2014, 2016). A alta capacidade de disperséo, a ocorréncia
simultdnea em alguns hospedeiros e o sistema intensivo de cultivo no Brasil, como
reportado por Leite et al. (2014), e confirmado pelos nossos dados, proporciona a
ocorréncia simultanea de individuos de ambas as espécies no espago e no tempo no
territorio brasileiro. O marcador nuclear, aqui aplicado, baseado na regido ribossomal
do genoma (PERERA et al.,, 2015), sugere que o fenbmeno de hibridacdo esta
ocorrendo naturalmente no territério brasileiro. No entanto, assim como reportado
em nossos experimentos laboratoriais, a frequéncia de possiveis individuos hibridos
€ baixa no campo o que confirma o isolamento reprodutivo entre as duas espécies.

Aqui foi realizado uma série de experimentos para definir o isolamento
reprodutivo de H. zea e H. armigera no Brasil. O isolamento reprodutivo entre as
duas espécies € real e as espécies mantém sua identidade genética, assim como
reportado por Leite, 2016. Aparentemente 0os mecanismos de incompatibilidade dos
gametas/inviabilidade do zigoto sdo 0s principais responsaveis pelo isolamento
reprodutivo de H. zea e H. armigera. No entanto, apesar da baixa frequéncia de

individuos hibridos em condic¢des artificiais e naturais, o fendmeno de hibridacéo
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pode levar a transferéncia de genes/loci que impactam diretamente na adaptacao
destes individuos e a capacidade de adaptacdo a novos ambientes e estratégias de

controle.
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6 CONCLUSOES/CONSIDERACOES FINAIS

Linhagens brasileiras de H. zea e H. armigera realizam copulas interespecificas.
Linhagens brasileiras de H. zea e H. armigera produzem uma pole hibrida fértil.
No entanto, a viabilidade dos cruzamentos interespecificos € baixa.

O fendmeno de heterose foi reportado na fase jovem da prole hibrida de H. zea e
H. armigera.

H. armigera € mais tolerante a deltametrina que H. zea. E a prole hibrida também
apresenta alta tolerancia a deltametrina.

Os marcadores mitocondrias revelam ampla distribuicdo de H. zea e H. armigera
no territorio brasileiro, sendo ampla preferéncia de H. zea por milho e H. armigera
por plantas dicotiledoneas como soja e algodéo.

Os marcadores nucleares sugerem a presenca de acasalamentos
interespecificos em condi¢des naturais, no entanto existe uma baixa frequéncia
de individuos hibridos entre H. zea e H. armigera em condi¢des naturais.
Proporcionalmente, plantas de algoddo apresentam uma maior ocorréncia de

individuos hibridos.
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