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RESUMO

O objetivo neste trabalho foi determinar a compatibilidade
reprodutiva entre os bidtipos “milho” e “arroz” de Spodoptera
frugiperda (J.E. SMITH) (Lepidoptera: Noctuidae). Os insetos foram
coletados em lavouras de milho e de arroz irrigado no ecossistema
de véarzea e identificados pelo DNA gendmico. Por ocasido da
emergéncia dos adultos, foram individualizados 10 casais em gaiolas
cilindricas de PVC (20 x 20 cm), revestidas internamente com papel
jornal sendo fechadas na parte superior com tecido tipo “tule”. Os
adultos foram alimentados com solugdo aquosa de mel a 10%. Os
acasalamentos realizados foram: cruzamento entre insetos de cada
cultura (milho -“M" e arroz - “A"), cruzamentos reciprocos,
retrocruzamentos e cruzamento entre as progénies. Os parametros
avaliados foram: fecundidade, fertilidade, nimero de espermatéforos
por fémea e porcentagem de fémeas acasaladas. A fecundidade e o
nimero de espermatéforos por fémea foram maiores nos
cruzamentos “M-M e A-A”, a fertilidade em “M-M, A-A e M-A” e a
porcentagem de fémeas com espermatéforos em “M-M, A-A, A-M e
M-A”". Em virtude da baixa fertilidade e porcentagem de fémeas com
espermatéforos e do reduzido nimero de espermatéforos por fémea
nos retrocruzamentos e cruzamento entre as progénies, conclui-se
que, os biétipos “milho” e “arroz” de S. frugiperda encontram-se em
um processo inicial de especiagéo e representam ragas associadas
a plantas hospedeiras.
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ABSTRACT

The objective of this work was to determine the reproductive
compatibility between the biotypes “corn” and “rice” of Spodoptera
frugiperda (J.E. SMITH) (Lepidoptera: Noctuidae). The insects were

collected on corn fields and on irrigated rice in the meadow
ecosystem and identified by the DNA genomic. Regarding to the
adults emergency, 10 couples were individualized in cylindrical cages
of PVC (20 x 20 cm), internally covered with newspaper, and being
the superior part closed with woven type “tule”. The adults were fed
with aqueous solution of honey on 10%. The accomplished mating
was: crossing among insects of each biotype (milho -“M” e arroz -
“A"), reciprocal crossings, backcross and crossing among the
progeny. The evaluated parameters were: fecundity, fertility,
spermatophores number per female and percentage of coupled
females. The fecundity and the spermatophores number per female
were larger in the crossings “M-M and A-A”, the fertility in “M-M, A-A
and M-A" and the percentage of females with spermatophores in “M-
M, A-A, A-M e M-A". Because of the low fertility and percentage of
females with spermatophores and the reduced spermatophores
number per female in the backcross and crossing among the
progeny, it is concluded that, the biotypes “corn” and “rice” of S.
frugiperda are on an initial process of speciation and they represent
races host associated.

Key words: Insecta, fall armyworm, speciation.
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INTRODUCAO

As culturas do milho e do arroz irrigado apresentam
significativa importancia sécio-econémica para o Estado do
Rio Grande do Sul (RS). Porém, a agédo de insetos impede o
melhor aproveitamento do potencial produtivo dos hibridos e
cultivares atualmente disponiveis. Neste sentido, destaca-se
a lagarta Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) em fungdo da grande capacidade
desfolhadora (GRUTZMACHER et al., 2000; MARTINS et al.,
2004).

No milho, S. frugiperda é conhecida como lagarta-do-
cartucho, no qual as lagartas jovens danificam levemente o
parénquima foliar, produzindo injurias de “raspagem”. As
lagartas maiores perfuram as folhas e se desenvolvem no
cartucho do milho, podendo também danificar a base da
planta e atacar a espiga, a semelhanga de outras lagartas
(GRUTZMACHER et al., 2000). No arroz irrigado é
conhecida como lagarta-da-folha, que se alimentam
preferencialmente de plantas de capim-arroz (Echinochloa
spp.), passando a atacar o arroz apds a eliminagédo destas
por herbicidas. As plantulas sédo cortadas rente ao solo e
puxadas para baixo de torrdes que servem de abrigo para as
lagartas. Em determinados anos atingem niveis
populacionais elevados, podendo ocasionar a destruicdo
completa da lavoura (MARTINS et al., 2004).

Nos Estados Unidos foram constatados dois bidtipos
de S. frugiperda associados as culturas do milho e do arroz.
O Bidtipo “milho” alimenta-se preferencialmente de plantas
de milho, enquanto que o bidtipo “arroz” alimenta-se
preferencialmente de plantas de arroz, grama-seda e outras
gramineas forrageiras (PASHLEY, 1993). O estudo da
compatibilidade reprodutiva entre os biétipos indicou a
existéncia de isolamento unidirecional PASHLEY & MARTIN
(1987) e a andlise da composic¢édo do feromdnio, evidenciou a
existéncia de uma variagcdo quantitativa nos trés principais
acetatos LIMA & MCNEIL (1995). Assim, os bidtipos
representam espécies cripticas associadas as plantas
hospedeiras (DRES & MALLET, 2002).

No Estado do RS e em especial no ecossistema de
varzea, estudos iniciais evidenciaram a possibilidade de
existirem os bidtipos “milho” e “arroz” de S. frugiperda
(BUSATO et al.,, 2002). Posteriormente, BUSATO et al.
(2004) confirmaram a hipotese, tendo sido detectadas

diferengas fisiolégicas e de estrutura molecular entre os

bidtipos associados as plantas hospedeiras.

Para a implementacdo do manejo integrado de S.
frugiperda em areas de varzea do RS, é necessaria a correta
identificagdo do inseto alvo. Em virtude dos biétipos ocorrem
simpatricamente no ecossistema de varzea, é importante da
andlise da compatibilidade reprodutiva visando definir sua
situagédo taxondmica, pois se houver progénies e os insetos
completarem o ciclo at¢é a fase adulta, os bidtipos
representam ragas e no caso se houver incompatibilidade
reprodutiva, tais bioétipos representam espécies cripticas
associadas as plantas hospedeiras.

A compatibilidade reprodutiva pode ser observada pela
presenga de espermatdforos, que sdo sacos protéicos onde
0 esperma é acumulado pelos machos, os quais por meio de
cépula sdo depositados no trato genital da fémea,
posteriormente liberam os espermatozoéides, que se abrigam
na espermateca da fémea, de onde mais tarde saem para
fecundar o évulo (PASHLEY & MARTIN, 1987).

Dessa forma o objetivo neste trabalho foi determinar a
compatibilidade reprodutiva entre os biétipos “milho” e “arroz”
de S. frugiperda.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de
Biologia de Insetos, Departamento de Fitossanidade,
Faculdade de Agronomia “Eliseu Maciel”, Universidade
Federal de Pelotas, em Capéo do Ledo - RS.

Os insetos foram coletados no ecossistema de varzea,
na localidade de Pelotas (RS), em lavouras de milho e de
arroz irrigado e foram identificadas pelo DNA genémico como
sendo os biétipos “milho” e “arroz” de S. frugiperda (BUSATO
et al., 2004). Em laboratério, as lagartas foram criadas sobre
folhas do respectivo hospedeiro até a pupagao em condigdes
controladas de temperatura (25 + 1°C), umidade relativa (70
+ 10%) e fotofase (14 horas). Por ocasido da emergéncia,
foram individualizados 10 casais em gaiolas cilindricas de
PVC (20 x 20 cm), revestidas internamente com papel jornal
(substrato de oviposicédo) e fechadas na parte superior com
tecido tipo “tule”. Os insetos foram alimentados com solugéo
aquosa de mel a 10%. A metodologia de criagdo das lagartas
foi a descrita por PARRA (2001) em tubos de vidro de fundo
chato (2,5 cm de didmetro x 8,5 cm de altura) sobre a dieta
artificial proposta por GREENE et al. (1976).

Inicialmente, foi realizado o cruzamento entre insetos

R. Bras. Agrociéncia, Pelotas, v.14, n.2, p.273-278, abr-jun, 2008



BUSATO et al. Compatibilidade reprodutiva entre os biétipos “milho” e “arroz” de Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH)...

de cada biétipo de S. frugiperda e seu respectivo cruzamento

reciproco. Na geracdo seguinte, foram realizados os

retrocruzamentos e cruzamentos entre progénies (Tabela 1).

Os parametros avaliados foram: fecundidade, fertilidade,
numero de espermatoforos por fémea e porcentagem de
fémeas acasaladas.

Tabela 1 - Cédigos utilizados nos acasalamentos entre biétipos de Spodoptera frugiperda.

Acasalamentos

Cadigos
Fémea Macho
Cruzamentos entre insetos de cada biétipo
M-M Milho Milho
A-A Arroz Arroz
Cruzamentos reciprocos
A-M Arroz Milho
M-A Milho Arroz
Retrocruzamentos
M-I Milho F1 (AQ x MZ)
A-l Arroz F1 (A2 xM3)
I-M F1 (AQ x MJ3) Milho
I-A F1 (AQ x M) Arroz
M-II Milho F1 (MQ x Ad)
A-ll Arroz F1(MQ x Ad)
11-M F1 (MQ xAd) Milho
1I-A F1 (M@ x Ad) Arroz
Cruzamentos entre progénies
I-11 F1 (A2 x MJ) F1 (M2 x AS)
1I-1 F1 (M@ xAd) F1 (AQ x M2)
N F1 (A9 x M3) F1 (A9 x M3)
1I-11 F1 (MQ xAd) F1 (M@ xAd)
Para determinar a fecundidade total, as posturas foram O delineamento  experimental adotado foi o

recolhidas do substrato diariamente. O método de contagem
utilizado foi descrito por LEUCK & PERKINS (1972), com o
auxilio de um microscépio estereoscépio. Para determinagao
da fertilidade, as posturas em massa do 2° dia de cada casal
foram separadas utilizando o método de GROSS et al.
(1981), sendo incubados 30 ovos em tubos de vidro,
contendo uma porgdo de papel filtro umedecido com agua
destilada. O desenvolvimento embrionario foi acompanhado
até o momento da eclosdo. As fémeas mortas foram
dissecadas, para verificar a presenga de espermatoforos no

interior da bursa copulatrix em microscépio estereoscopio.

inteiramente casualizado. Para testar a homogeneidade da
variancia e a normalidade dos dados, utilizou-se o teste de
Barttlet e Lilliefors, respectivamente, com o uso do programa
“Saeg”. As analises estatisticas foram realizadas pelo
programa “Genes” (CRUZ, 2001) e as médias comparadas
pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

A da
cruzamentos entre bidtipos de S. frugiperda foi realizada

andlise divergéncia genética entre os

mediante diagnodstico da dispersdo grafica das variaveis
candnicas e do agrupamento pelo método de otimizagdo de

Tocher, com base na distancia generalizada de Mahalanobis
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(CRUZ & REGAZZI, 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A fecundidade e o numero de espermatéforos por
fémea foi maior nos acasalamentos “M-M e A-A”. A maior
fertilidade ocorreu nos acasalamentos “M-M, A-A e M-A” e a

maior porcentagem de fémeas com presenga de

espermatéforos nos acasalamentos “M-M, A-A e M-A e A-M”
(Tabela 2). Os valores obtidos encontram-se proximos aos
relatados por PASHLEY & MARTIN (1987), WHITFORD et
al. (1988) e QUISENBERRY (1991) em estudos realizados
com os biétipos “milho” e “arroz” de S. frugiperda nos
Estados Unidos.

Tabela 2 - Fecundidade (N°), fertilidade (%), niUmero de espermatoéforos por fémea e porcentagem de fémeas com espermatéforos

(xEP) nos acasalamentos entre biétipos de Spodoptera frugiperda.

Cruzamentos

Parametros avaliados

(Fémea-Macho) Fecundidade (N°)

Fertilidade (%)

Fémeas com
Espermatoéforos (N°) i
espermatoéforos (%)

M-M 2022,8 £205,5a 99,2+0,5a 2,0+04a 100,0+£0,0a
A-A 2380,8+97,7 a 99,2+0,6a 1,9+03a 100,0+0,0a
A-M 1669,6 +77,5b 56,9+8,3b 1,1+0,1b 90,0+10,0a
M-A 1758,7 +270,3 b 90,3+39a 1,2+02b 90,0+10,0a
M-I 470,3+243,6¢c 51+£51d 02+0,1¢c 10,0£10,0c
A-l 579,2+2228¢c 12,5+4,5d 02+0,1c 20,0+133¢c
I-M 348,3+ 1793 ¢ 18,3+10,4d 0,1+01c 20,0+x133¢c
I-A 317,5+159,5¢ 10,5+£5,7d 02+01c 20,0+x133¢c
M-Il 1064,6 + 250,5 ¢ 35,8+13,8¢ 04+01c 50,0+16,7b
A-ll 1074,6 +246,3 ¢ 48,7+79c 06+02c 60,0+133b
1I-M 5449+ 1570c 20,2+9,0d 06+02c 40,0+16,3b
II-A 798,2 +265,3 ¢ 46,5+169¢c 0,8+0,2¢c 50,0+ 16,7b
I-11 1954 +114,2¢c 45+44d 03+0,1c¢c 10,0+ 10,0c
1I-1 2359+1739c¢ 123+7,2d 01+01c 30,0+153¢c

I-l 399,1+194,7¢c 13,1+7,9d 02+01c 20,0+x133¢c
1I-1 769,2 +250,5 ¢ 142+9,4d 0,3+0,1¢c 30,0+153¢c

Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Scott & Knott a 5% de probabilidade.

Houve uma redugdo gradativa nos parametros
avaliados a partir dos cruzamentos entre insetos de cada
biétipo em relagdo aos cruzamentos reciprocos,
retrocruzamentos e cruzamentos entre progénies (Tabela 2).
Porém, é notodria a influéncia do sexo no comportamento de
acasalamento dos insetos, especialmente quando a progénie
“A-M” foi utilizada como fémea. A existéncia de barreiras
envolvendo esta progénie também foi observada por
PASHLEY & MARTIN (1987), embora os autores relatam a

existéncia de incompatibilidade reprodutiva, em virtude da
néo transferéncia de espermatoforo.

A diversidade genética existente entre os
acasalamentos realizados é evidente, pois a analise das
duas primeiras varidveis canodnicas (fecundidade total e
fertilidade) foi suficiente para representar 99,49% da
variancia genética total, fato que possibilita a representacédo
gréfica da diversidade genética total (Figura 1).
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Figura 1 - Disperso dos escores dos dezesseis acasalamentos entre biétipos de Spodoptera frugiperda, em relagéo as duas® ™~

primeiras variaveis candnicas.

As estimativas das distancias generalizadas de
Mahalanobis (D?) indicaram os pares de acasalamentos mais
distantes (I-l e A-A) e mais similares geneticamente (I-ll e I-
A). A andlise de agrupamento dividiu os dezesseis
acasalamentos em cinco grupos geneticamente dissimilares:
Grupo | (II-1l, A-l, 1I-M, M-I, I, I-A, I-11, 11-] e I-M), Grupo Il (A-
Il, M-Il e lI-A) e Grupo Il (A-A e M-M), Grupo IV (M-A) e
Grupo V (A-M).

Diante dos resultados, a compatibilidade entre os
bidtipos de S. frugiperda € restrita, embora ocorra
acasalamento em ambas direcdes. A existéncia de
compatibilidade entre os biétipos “milho” e “arroz” de S.
frugiperda é relatada por WHITFORD et al. (1988) e
QUISENBERRY (1991), enquanto PASHLEY & MARTIN
(1987) verificaram a existéncia de isolamento unidirecional.

Os resultados obtidos podem ser atribuidos a
existéncia de barreiras pré e/ou pés-copulatérias. A reduzida
transferéncia de espermatéforos nos acasalamentos aponta
para a existéncia de barreiras pré-copulatérias. O isolamento
temporal entre os biétipos foi relatado por PASHLEY et al.
(1992) em que fémeas jovens do bidtipo “milho” emitiram

feroménios de acasalamento logo apdés o inicio da

escotofase, enquanto que as do biétipo “arroz” no final da
escotofase. No entanto, a medida que os insetos
envelheceram ocorreu uma consideravel sobreposigéo,
quebrando o isolamento temporal (PASHLEY et al. 1992).
Outro mecanismo possivel complementar o isolamento pré-
reprodutivo na auséncia de separagdo temporal é a
existéncia de distintos canais de comunicagdo entre os
biétipos devido a diferengas na proporgao dos trés principais
acetatos no sistema feromonal (LIMA & MCNEIL, 1995).
Experimentos de eletroantenografia e tunel-de-vento
revelaram que os machos do biétipo “arroz” possuem
receptores para o principal componente Z (9) - Tetradecenil
Acetato e ndo responderam a altas doses de feromonio no
tunel-de-vento (LIMA & MCNEIL, 1995).

A baixa viabilidade de ovos corrobora com a existéncia
de barreiras pos-copulatérias, tendo como principal
mecanismo & inviabilidade do hibrido. Neste sentido,
PASHLEY & MARTIN (1987) verificaram que a taxa de
fertilidade nos cruzamentos variou de 25,0 a 66,0% enquanto
WHITFORD et al. (1988) constataram uma variagdo de 74,0
a 96,0%.
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CONCLUSAO

Em virtude da baixa fertilidade, porcentagem de
fémeas com espermatoforos e do reduzido nimero de
espermatéforos por fémea nos retrocruzamentos e
cruzamentos entre progénies, conclui-se que, os bidtipos
“‘milho” e “arroz” de S. frugiperda encontram-se em um
processo inicial de especiagdo e representam ragas

associadas as plantas hospedeiras.
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