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Helicoverpa armigera e Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae) NO BRASIL:
DISTRIBUICAO TEMPORAL E HIBRIDIZACAO

RESUMO

O género Helicoverpa Hardwick, 1965 (Lepidoptera: Noctuidae: Heliothinae) ¢ cosmopolita e
compreende insetos praga de grande importancia. Helicoverpa zea (Boddie, 1850) € nativa e,
historicamente, ¢ a principal espécie praga do género no Brasil. Em 2013 foi reportada pela
primeira vez no Pais a presenca de H. armigera (Hiibner, 1805), espécie até entdo restrita ao
Velho Mundo, morfologicamente semelhante a H. zea, dificultando a diferenciacdo e manejo
de ambas. Estudos indicaram que H. armigera ja estava em territorio brasileiro desde 2008 e,
nas safras 2012/2013, causou elevados prejuizos em diferentes culturas, fato que desencadeou
a necessidade de se estudar a distribuicao temporal de H. zea e H. armigera, considerando sua
incidéncia em agrossistemas. A estreita relagdo filogenética entre H. armigera e H. zea sugere
que em condi¢gdes de simpatria ocorre fluxo génico interespecifico entre essas espécies. Assim,
a possibilidade de hibridizagcdo, agora em condigdes naturais, desperta interesse sobre os
mecanismos genéticos, reprodutivos, de desenvolvimento e comportamentais. O fato de ambas
serem pragas impactantes para diversos cultivos torna o entendimento desses processos de
hibridizacao crucial para o desenvolvimento de estratégias de manejo. Nesse contexto, esta tese
objetivou descrever a dindmica temporal de H. armigera e H. zea e avaliar a viabilidade e o
comportamento de hibridos interespecificos, subsidiando informagdes relevantes para o seu
manejo. A quantificacdo dos niveis populacionais de H. armigera e H. zea, incluindo o grande
surto populacional (safra 2012/2013) na regido oeste do Estado da Bahia e ao longo de cinco
safras (2012/2017) no Distrito Federal indicou que apesar de existirem diferengas populacionais
de ambas as espécies ao longo do tempo, ambas ocorrem durante todo o ano, o que em tese
permitiria cruzamentos interespecificos no campo durante a maior parte do ano. Os resultados
dos cruzamentos entre H. armigera e H. zea, em condi¢gdes laboratoriais indicam que, apesar
de restri¢cdes, além da hibridizagdo, ocorre formacgdo de individuos viaveis e férteis em
intercruzamentos (hibridos entre si) e retrocruzamentos. Houve manifestagdao de vigor hibrido,
especialmente com relagdo ao tempo de desenvolvimento dos imaturos. Por outro lado, as taxas
de sobrevivéncia foram muito baixas para a fase de ovo e iguais ou superiores aos parentais
para larvas e pupas. A fertilidade dos hibridos foi aproximadamente metade da observada nos
parentais. Os resultados indicam a probabilidade de que a identidade de H. armigera e H. zea
permaneca ao longo do tempo, porém a introgressao génica entre ambas e sua perpetuagao em
cruzamentos e retrocruzamentos ocorre de fato. Isso, a longo prazo e ao acaso pode
proporcionar a formacao e selecao de ecotipos competitivos. Isso indica que, nas areas onde as
duas espécies coexistem, devem ser desenvolvidas acdes para reduzir ou prevenir a
possibilidade de cruzamentos interespecificos entre H. armigera e H. zea, as quais visam
principalmente retardar a selecdo de possiveis fenotipos hibridos com diversos graus de
adaptagdo a diferentes agrossistemas e/ou resisténcia a inseticidas quimicos ou biologicos.

Palavras-chave: biologia do desenvolvimento, espécies invasoras, flutuacdo populacional,

introgressao, Manejo Integrado de Pragas.



Helicoverpa armigera E Helicoverpa zea (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) IN BRAZIL:
TEMPORAL DISTRIBUTION AND HYBRIDIZATION

ABSTRACT

The genus Helicoverpa Hardwick, 1965 (Lepidoptera: Noctuidae: Heliothinae) is cosmopolitan
and includes pest insects of great importance. Helicoverpa zea (Boddie, 1850) is native and
historically is the main pest of the genus in Brazil. In 2013, the presence of H. armigera
(Hiibner, 1805) was reported for the first time in the country, a species until then restricted to
the Old World, morphologically similar to H. zea, making the differentiation and management
of both difficult. Studies indicated that H. armigera had already been in Brazilian territory since
2008 and, in the 2012/2013 harvests, it caused high losses in different crops, a fact that triggered
the need to study the temporal distribution of H. zea and H. armigera, considering their accident
in agrosystems. The close phylogenetic relationship between H. armigera and H. zea
determined that under sympatry conditions there is an interspecific gene flow between these
species. Thus, the possibility of hybridization, now under natural conditions, raises interest in
genetic, reproductive, developmental and behavioral mechanisms. The fact that both are
impacting pests for different crops makes the understanding of these hybridization processes
crucial for the development of management strategies. In this context, this thesis aimed to
describe the temporal dynamics of H. armigera and H. zea and to evaluate the viability and
behavior of interspecific hybrids, providing information relevant to their management. The
quantification of population levels of H. armigera and H. zea, including the large population
outbreak (2012/2013 harvest) in the western region of the State of Bahia and over five harvests
(2012/2017) in the Federal District indicated that despite there are population differences of
both species over time, the two occurrences throughout the year, which in theory would allow
interspecific crosses in the field during most of the year. The results of crosses between H.
armigera and H. zea, under laboratory conditions, indicate that, despite restrictions, in addition
to hybridization, there is formation of desirable viable and fertile in intercrosses (hybrids with
each other) and backcrosses. There was a manifestation of hybrid vigor, especially in relation
to the immatures' developmental time. On the other hand, the rates were very low for the egg
stage and equal or superior to the parental ones for larvae and pupae. The fertility of the hybrids
was approximately half of that observed in the parental ones. The results indicate a probability
that the identity of H. armigera and H. zea remains over time, but the genetic introgression
between them and its perpetuation in crosses and backcrosses does occur. This, a long term and
chance, can provide a formation and selection of competitive ecotypes. This indicates that, in
areas where the two species coexist, actions must be developed to reduce or prevent the
possibility of interspecific crosses between H. armigera and H. zea, which are mainly aimed at
delaying the selection of possible hybrid phenotypes with different degrees of adaptation to
different agrosystems and/or resistance to chemical or biological insecticides.

Key words: developmental biology, invasive species, population fluctuation, introgression,

Integrated Pest Management.
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APRESENTACAO GERAL

O Brasil tem se destacado no setor agricola devido a crescente produgdo de graos, sendo
a soja, cana-de-agucar e milho as lavouras que t€ém o maior impacto na economia do Brasil. A
soja foi uma das culturas que mais contribuiram para o recorde da safra em 2020 com
crescimento de 6,5% na comparacdo com o ano de 2019, sendo a produ¢do do milho também
destaque com alta de 3,2% na érea cultivada (IBGE, 2021). No entanto, a combinag¢ao de fatores
que se relacionam pode interferir no agronegocio e influenciar perdas econdomicas, como por
exemplo, o crescimento do custo de producao, a reducao de precos de produtos importantes e
principalmente os danos causados por pragas nas safras, sendo a presenca de lagartas do género
Helicoverpa (Lepidoptera: Noctuidae: Heliothinae) um dos principais problemas que os
agricultores encontram no plantio.

A crescente ocorréncia de insetos praga em altas densidades populacionais nas culturas
agricolas deve-se principalmente a area de plantas hospedeiras, que servem como abrigo e fonte
de alimentacdo, permitindo que as pragas se estabelecam e permanecam na area do cultivo
regularmente (Braga, 2013). Alguns fatores impulsionam o ataque de pragas nos diferentes
cultivos agricolas, como extensiva monocultura, falta de rotacdo de culturas nos agro
ecossistemas, auséncia de medidas de controle especificas, plantio em regides ou estagdes
favoraveis ao ataque de pragas, uso inadequado de inseticidas (Picanco, 2000), dentre outros.
Iniciativas vem consolidando o uso de técnicas para auxiliar na prospec¢do de locais mais
favoraveis ao ataque de pragas de importancia econdmica, apoiadas em informagdes biologicas
e na localizagdo de cultivos hospedeiros preferenciais (Pessoa et al., 2016; Fidelis et al., 2019).

As espécies Helicoverpa zea (Boddie, 1850) e Helicoverpa armigera (Hubner, 1805)
apresentam lagartas vorazes e prejudiciais a agricultura, devido as suas caracteristicas
bioldgicas e ecologicas como polifagia, alta fecundidade, elevada mobilidade das lagartas e
migracao dos individuos adultos, além de capacidade de sobrevivéncia em ambientes instaveis
e de adaptar-se a mudancas sazonais do clima (Pedgley, 1985; Fitt, 1989; Zalucki et al., 1994;
Ali etal., 2009; Cunningham e Zalucki, 2014). A ag¢ao desses insetos-praga tem causado perdas
econdmicas significativas aos sistemas de produgdo que integram o cultivo de algodao, soja e

milho (Paula-Moraes et al., 2017).

Helicoverpa zea é encontrada em todo o hemisfério ocidental, e conhecida como uma

das principais pragas de variadas culturas agricolas (Cohen et al., 1988). Além do milho e
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algoddo, ataca outros vegetais nativos e cultivados, incluindo gramineas, solaniceas,
leguminosas, frutiferas e hortalicas. O habito alimentar diversificado e a sua capacidade de
percorrer longas distancias (Wolf et al., 1990; Westbrook et al., 1997) dificultam a
implementagdo de um programa de manejo integrado do inseto.

Helicoverpa armigera, ap0s a invasao e dispersao no Continente Americano (Czepack
etal., 2013; Spechtetal., 2013; EFSA, 2014; Muruta et al., 2014; Kriticos et al., 2015; Chakroun
et al.,, 2016) ¢ considerada cosmopolita. Tinha distribuicdo restrita ao Velho Mundo e ¢
comumente citada na literatura como “Old World (African) bollworm”, “Cotton bollworm”,
“Corn earworm” (Lammers ¢ Macleod, 2007) ou “Tomato fruit worm” (Lin ¢ Yun-Che, 2010).
A espécie € reconhecida como uma das mais devastadoras pragas agricolas em todo o mundo
(Cunningham e Zalucki, 2014). Além da polifagia, sua grande ameaca como praga-chave em
varias culturas (Cunningham e Zalucki, 2014) se deve as altas taxas de reproducdo e a sua
capacidade de sobrevivéncia em varios habitats (Zalucki et al., 1994), podendo apresentar
habilidade de adaptacdo sob condi¢des adversas de umidade e temperatura (Ali et al., 2009).
Outros fatores que elevam sua importancia como praga agricola estdo relacionados a resisténcia
a grupos de inseticidas (Zalucki et al., 1986; Moral Garcial, 2006) e a plantas que expressam
proteinas Bt (Chakroun et al., 2016; Dourado et al., 2016).

As lagartas de H. zea e H. armigera tem causado danos econdmicos no Brasil (Brasil,
2014). Nas safras 2011/2012 e 2012/2013 quando ocorreram surtos populacionais de
representantes de Helicoverpa em diversas regides e culturas no Brasil, houve a identificagao
especifica e registro oficial de H. armigera no continente Sul-americano (Czepack et al., 2013;
Specht et al., 2013), esta espécie, até entdo considerada praga quarentenaria exotica ausente.
Estudos posteriores indicaram que a similaridade morfoldgica com H. zea, fez com que H.
armigera fosse identificada e registrada pelo menos cinco anos apds sua introducdo no Brasil
(Leite et al., 2014; Sosa-Goémez et al., 2016). A dinamica populacional de H. armigera e H. zea
demanda também estudos de distribuigcao temporal, assim dizendo, a ocorréncia dessas espécies
na escala temporal considera além do cultivo hospedeiro, os fatores geograficos e ecologicos,
como temperatura, eventos climéticos, dispersdo dos individuos e interagdo social. O uso de
séries temporais permite a exploracao de mudangas nos niveis populacionais e intraespecificos
ao longo do tempo (Habel et al., 2014), bem como fornece informagdes importantes para
entender quais forcas determinam os eventos demograficos e declinios populacionais e testar
quais as causas da distribui¢do dos insetos ao longo do tempo numa determinada area.

Entretanto, apesar das vantagens que esses modelos apontam, o numero de publicagdes que
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incorporam dados temporais relacionados ¢ muito menor que aqueles que incorporam
amostragens espaciais. Menor ainda tem sido o numero de pesquisas que incorporam ambas as
escalas de espago e tempo. Possivelmente, isso ocorre por causa da dificuldade de se obter
amostras temporais e de analisa-las (Habel et al., 2014).

Considerando a trajetoria espago-temporal de Helicoverpa no Brasil, observa-se, como
antes mencionado, interferéncias no desenvolvimento da lavoura, além de, prejuizos
econOmicos das espécies H. armigera ¢ H. zea ao longo do tempo. A ocorréncia de H. armigera
teve inicio em 2012 no Estado da Bahia nas lavouras de algodio e soja (Avila et al., 2013;
Czepak et al., 2013; Specht et al., 2013), feijdo, feijdo caupi, milho e sorgo (Lima et al., 2015)
gerando perdas expressivas de producdo. No ano de 2013 foi identificado surto no oeste da
Bahia de H. armigera (BRASIL, 2013), e ocorréncia em trigo de Campo Mourdo, RS
(Schneider & Dutra, 2013), em Goids e Mato Grosso (Czepak et al., 2013). Ferramentas
moleculares demonstraram também ocorréncia de H. armigera no Maranhao, Mato Grosso do
Sul e Piaui (Leite et al., 2014; Mastrangelo et al., 2014). Em 2017 o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) declarou por um ano estado de emergéncia fitossanitaria
relativo ao risco de surto da lagarta H. armigera no estado de Mato Grosso do Sul, para
implementagdo do plano de supressao da praga e adocao de medidas urgentes (BRASIL, 2017).

A agdo negativa de H. zea tem sido considerada mais restrita no Brasil, atacando
principalmente a cultura de milho (Leite et al., 2014) e geralmente coabita cultivares com H.
armigera. Sendo importante praga no continente americano, f. zea apresenta menor
importancia econdmica que H. armigera quando comparada a maior abrangéncia de
hospedeiros de H. armigera e por consequéncia de maior dano nas culturas, além de outros
fatores ja mencionados, como grande dispersdo e tolerancia/resisténcia a inseticidas e plantas
geneticamente modificadas (Martin et al., 2005; Yang et al., 2013), dentre outros. No Brasil, H.
zea tem sido registrada essencialmente em culturas de milho, com a excegdo de alguns
individuos coletados em culturas de algodao, onde as lagartas foram encontradas junto com as
de H. armigera (Leite et al., 2014). Em 2017 H. zea foi encontrada no sudeste de Minas Gerais
(Zona da Mata) em espigas de milho, e ainda coexistindo com H. armigera nos mesmos campos
(Pinto et al., 2017).

Atualmente, no Brasil, H. armigera esta presente nos Estados de Roraima, Amapa,
Maranhao, Piaui, Bahia, Goias, Distrito Federal, Espirito Santo, Minas Gerais, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Parana e Rio Grande do Sul; e H. zea nos Estados do Para,

Roraima, Ceara, Pernambuco, Distrito Federal, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
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Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Santa Catarina, Parana e Rio Grande do Sul (EPPO,
2021) (Fig. 1).

.} .
o Helicoverpa armigera = Helicoverpa zea

Figura 1 Distribuicdo de Helicoverpa armigera e Helicoverpa zea na América do Sul em
13/04/2021.
Fonte: EPPO (2021)

Andlises demograficas indicaram expansao das populacdes de H. armigera e H. zea no
territorio brasileiro (Leite et al., 2014), esses dados com a disseminagdo de Helicoverpa pela
América do Sul, destacam a capacidade de invasdo e adaptabilidade dessas mariposas. Um fator
importante que contribui para o status de praga dessas espécies ¢ a capacidade de dispersao por
meio do movimento de longo alcance, o qual pode ocorrer tanto por migragao (Raulston et al.,
1986; Farrow e Daly, 1987; Gregg et al., 1995; Feng et al., 2004; Feng et al., 2005; Feng et al.,
2009) como através do comércio internacional (Tay et al., 2017). Esses movimentos facilitam
a uma elevada mistura populacional e diversidade genética, com importantes implicacdes
econdmicas de controle na paisagem agricola de hoje. Apesar do desenvolvimento de
ferramentas de modelagem de trajetérias, juntamente com tecnologias complementares que
podem ser adotadas para prever o surgimento de Helicoverpa, terem avangado nos ultimos anos
(Chapman et al., 2010; Drake et al., 2012; Durr et al., 2015; Stein et al., 2015), ainda sabemos
relativamente pouco sobre as trajetdrias populacionais ou rotas migratorias de Helicoverpa.
Aqui, consideramos a distribuicao temporal de H. zea e H. armigera, cujos dados foram obtidos
em amostragens mensais de mariposas, capturadas em armadilha luminosa, simultaneamente,

no oeste da Bahia e no Distrito Federal.
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Estudos filogenéticos, morfoldgicos e ecoldgicos tém associado H. armigera e H. zea
como espécies estreitamente relacionadas (Pogue, 2013; Leite et al., 2014), por apresentarem
biologia e habitos ecoldgicos semelhantes, a coexisténcia em campo amplia a possibilidade de
acasalamentos interespecificos. Pinto et al. (2017) identificaram a coexisténcia de H. armigera
e H. zea em culturas de milho em Vigosa, sudeste de Minas Gerais - Brasil ¢ evidéncia de
hibridos dessas espécies foi comprovada em laboratorio, com a geracao de descendentes férteis
(Hardwick, 1965; Laster e Hardee, 1995; Laster e Sheng, 1995; Tay et al., 2013), sendo também
relatada detec¢do em condigdes naturais por Gongalves et al. (2019). Essas evidéncias sugerem
aten¢do sobre a formagao de novas combinagdes de genes adaptativos ap6s a hibridagdo com a
H. zea, como resultado seria uma prole hibrida de maior aptidao (viabilidade e taxa de
desenvolvimento) em relagdo aos pais, caracteristica conhecida como heterose, ou vigor
hibrido, proposta inicialmente por Shull em 1914 (Shull, 1948). Sobre essa possibilidade,
Anderson et al. (2018) citaram que a hibridagdo entre H. armigera e H. zea pode contribuir
significativamente com a maior capacidade adaptativa e invasiva, resisténcia a inseticidas
(Walsh et al., 2018), podendo ocasionar um aumento em suas propriedades como praga de
culturas agricolas.

Etapas tipicas no manejo de pragas, como identificagdo de insetos, monitoramento e
controle, provavelmente sdo afetadas pelo fluxo gé€nico e pela introgressao adaptativa mediada
por hibridizacdo, sendo as consequéncias da hibridizagdo diretamente relevantes para os
aspectos da biologia da conservacdao e da agricultura (Gompert e Buerkle, 2016). Essas
informacdes podem auxiliar a prever a capacidade dessas espécies e individuos de explorar os
agroecossistemas (Cunningham e Zaluncki, 2014). Assim, o estudo da relacao interespecifica
entre H. armigera e H. zea € relevante para a compreensdo da dindmica populacional e da
competicdo e relacdo dessas duas espécies, especialmente de seus hibridos. Além disso, o
estudo pode se tornar essencial para o entendimento e desenvolvimento de estratégias de
manejo, uma vez que a transferéncia de genes com potencial adaptativo ¢ uma realidade em
zonas de hibridizagao (Abbott et al., 2013).

Esta tese objetivou descrever a dinamica temporal de H. armigera e H. zea capturadas
em armadilha luminosa, simultaneamente, no oeste da Bahia e no Distrito Federal e avaliar a
viabilidade e comportamento de hibridos interespecificos criados em laboratorio, contribuindo
com informagdes relevantes para o seu manejo.

Para atingir esses objetivos, esta tese foi estruturada em dois capitulos.
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O primeiro avaliou as variagcdes populacionais de H. armigera ¢ H. zea no Distrito
Federal e oeste da Bahia, Brasil. O manuscrito intitulado “Helicoverpa armigera (Hiibner)
(Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil: o grande surto monitorado por armadilhas luminosas™ foi
publicado em janeiro do ano 2021, na revista Neotropical Entomology.

O segundo aborda a hibridizagdo entre H. armigera ¢ H. zea considerando cruzamentos
e retrocruzamentos e efeitos na progénie. O manuscrito intitulado “Hibridizagdo de Helicoverpa
armigera ¢ Helicoverpa zea: restrigcdes, heterose e implicagdes para o manejo de pragas”™ foi

publicado em novembro do ano 2021, na revista Pest Management Science.
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CAPITULO 1

Helicoverpa armigera (HUBNER) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) NO BRASIL: O
GRANDE SURTO MONITORADO POR ARMADILHAS LUMINOSAS

Capitulo publicado na revista Neotropical Entomology (Qualis B1 em Ciéncias Ambientais e

fator de impacto (JCR): 1.33).

Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) in Brazil: the Big Outbreak
Monitored by Light Traps. Neotropical Entomology (2021), 50:53-67. DOI
10.1007/s13744-020-00836-0

Resumo

A primeira deteccdo de Helicoverpa armigera (Hibner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) no
Brasil apontou para um futuro sombrio para a agricultura Sul Americana na safra 2012/2013, e
as vendas de inseticidas aumentaram exponencialmente durante 2013 e 2014. No entanto, apds
esse surto, a populacdo desse inseto voltou a niveis gerenciaveis. Este estudo documenta dados
sobre a coleta de mariposas de H. armigera utilizando armadilhas luminosas durante o surto em
dois locais: a) regido oeste do Estado da Bahia, incluindo niveis populacionais de H. armigera
e principais pragas Noctuidae durante o grande surto (fevereiro e marco de 2013); b) Distrito
Federal, incluindo dados mensais para cinco estacGes de cultivo (julho de 2012 a junho de
2017). Durante o surto, uma média de 527,3 mariposas foram coletadas por armadilha (cultura
do algoddo, margo) na regido oeste da Bahia todas as noites, enquanto a média maxima no
Distrito Federal foi de 75,4 mariposas (janeiro). O nimero de mariposas diminuiu nas safras
seguintes, e em outubro de 2016, o nimero maximo foi de 2,8 mariposas por armadilha.
Aspectos relacionados as variagdes das populacGes H. armigera e Helicoverpa zea (Boddie,
1850), incluindo estudo de fenologia e relacdo com fatores climaticos e indice Oceénico Nifio,
foram analisados e discutidos. Todos os aspectos sdo abordados para contribuir para 0 manejo
de lepiddpteros pragas, especialmente H. armigera, nos sistemas produtivos do Cerrado

brasileiro.

Palavras-chave: Invasao bioldgica, fatores climaticos, ENSO, Manejo Integrado de Pragas,

estudo de longa série temporal, varia¢des populacionais
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1 Introdugéo

Os surtos de insetos sdo muito bem documentados na literatura cientifica (Barbosa et
al., 2012) e incluem varios registros fsseis, especialmente da Epoca do Holoceno, nos ultimos
11.000 anos (Labandeira, 2012). Surtos de insetos podem ocorrer em ambientes naturais e
antropogénicos, onde condicdes bidticas e abidticas favorecem o desenvolvimento e reproducéo
de insetos, ou em situacGes em que o controle de suas populacdes € limitado (Barbosa et al.,
2012). Nos casos de introducdo de insetos exdticos em um novo ambiente, principalmente
quando oferece recursos alimentares adequados, o surto é iminente devido a falta de inimigos
naturais e a falta de métodos de regulacdo adequados, que ocorrem em seu centro de origem,
caso contrario o surto seria prolongado (Haye et al., 2010; Letourneau, 2012; Pereira et al.,
2018).

Surtos de noctuideos tem sido conhecidos e documentados em todo o mundo (Luginbill,
1928; Crumb, 1929; Haggis, 1996). Entre as espécies economicamente mais importantes com
surtos frequentes esta a Helicoverpa armigera (Hibner, 1808), que em seus locais de ocorréncia
natural tem sido repetidamente observada em diversas culturas, especialmente em condigdes
climéticas favoraveis ou sob abordagens de manejo inadequadas (Farrow e McDonald, 1987;
Forrester et al., 1993; Qin et al., 2003a, 2003b; Zalucki e Furlong, 2005; Chaturvedi, 2007;
Keszthelyi et al., 2013; Gutierrez et al., 2015; Gutierrez 2018).

A espécie foi registrada pela primeira vez no Brasil no inicio de 2013 (Czepak et al.,
2013). Altas infestacOes desse inseto praga foram observadas e registradas, especialmente na
safra 2012/2013, em diferentes locais e culturas (Czepak et al., 2013; Specht et al., 2013; Tay
et al., 2013; Bueno e Sosa-Gémez, 2014). No entanto, como H. armigera foi confundida com
espécies nativas [Chloridea virescens (Fabricius), Helicoverpa gelotopoeon (Dyar) e
Helicoverpa zea (Boddie)], sua identificacdo e notificagdo ocorreu somente quando suas
populacdes se tornaram muito altas (Sosa-Gomez et al., 2016), apesar da aplicacdo macica de

pesticidas (Fig 1).
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Figura 1 Peso (toneladas) de ingredientes ativos de inseticidas formalmente aplicados por ano
e a proporc¢ao (%) em relacdo ao total formulado de produtos fitossanitarios utilizados no Brasil
entre 2011 e 2016 (IBAMA, 2020).

Dada a importancia de H. armigera no oeste do Estado da Bahia, causando perdas de
milhdes de dolares na safra 2012/2013, um Grupo de Gestdo Fitossanitéria foi estabelecido,
consistindo de varias instituicGes regionais e estaduais e o0 Ministério da Agricultura brasileiro,
para reequilibrar o sistema (Degrande e Omoto, 2013). Devido a gravidade desse problema,
projetos cientificos foram desenvolvidos em diferentes instituicGes académicas e de pesquisa
para estudar a biologia do desenvolvimento (Suzana et al., 2015; Silva et al., 2018a, 2018b,
2020), interacOes pragas-culturas (Bentivenha et al., 2016), e caracterizagdo molecular (Tay et
al., 2013, 2017; Mastrangelo et al., 2014; Kiriticos et al., 2015) de H. armigera para definir e
diferenciar de espécies nativas (Specht et al., 2013; Murua et al., 2016) para comparar
populacdes geogréaficas e hospedeiras (Leite et al., 2014; Silva et al., 2018a, 2018b) e verificar
a ocorréncia de hibridizacdo especialmente com H. Zea (Pinto et al., 2017; Leite et al., 2017;
Valencia-Montoya et al., 2020), a espécie nativa mais amplamente distribuida do continente
americano (Hardwick, 1965). Apesar da importancia de H. armigera no continente americano
e o grande esforco para conter os danos causados por esta espécie a todo o sistema agricola,
praticamente nenhuma documentacao quantificando seus niveis populacionais durante e apos o

surto estava disponivel.
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Portanto, neste estudo, os niveis populacionais de H. armigera e H. zea foram
quantificados nos mesmos agrossistemas durante o grande surto (safra 2012/2013) na regido
oeste do Estado da Bahia, onde foram registrados os maiores danos. Também sdo apresentados
e discutidos dados sobre as variagdes populacionais de H. armigera e H. zea ao longo de cinco
safras (julho de 2012 a junho de 2017) no Distrito Federal. Foram analisados varios aspectos
relacionados as variacdes populacionais de H. armigera, incluindo sua fenologia e sua relacéo

com fatores climaticos e o indice Oceanico Nifio (ONI).

2 Materiais e Métodos
2.1 Coleta, triagem e identificagdo de mariposas

Armadilhas luminosas modelo Pensilvania (Frost 1957) foram usadas para coletar
mariposas, lampada fluorescente preta modelo BL T8 15W (Tovalight), comprimentos de onda
variando entre 290 nm e 450 nm, com um pico em torno de 340 nm. As armadilhas foram
montadas em postes, com sua parte inferior aproximadamente 3,5 m acima do solo, e acesas do
anoitecer até a manha seguinte. As mariposas foram coletadas em um recipiente preenchido por
etanol 96GL (Santos et al., 2017; Piovesan et al., 2018).

Todas os espécimes de Helicoverpa foram identificadas por disseccdo genital (Pogue,
2004; Specht et al., 2013), com base em caracteres morfolégicos (Hardwick, 1965), como
descrito por Bentivenha et al. (2016). Laminas de genitalia de 154 espécimes foram preservadas
em balsamo do Canada e depositadas no laboratorio da Colecdo Entomoldgica da Embrapa
Cerrados. A identificacdo molecular ndo foi realizada devido ao grande nimero de mariposas
Helicoverpa coletadas. Os caracteres utilizados para identificar individuos hibridos
interespecificos (Hardwick, 1965) também foram levados em consideracdo durante o exame
genital, uma vez que foi relatado o acasalamento natural entre H. zea e H. armigera (Leite et
al., 2017; Anderson et al., 2018; Mallet 2018; Cordeiro et al., 2020; Valéncia- Montoya et al.,
2020). Apenas 17 individuos (seis fémeas e 11 machos) apresentaram atrofia genital,
caracteristica da forma anémala Helicoverpa stombleri (Okumura e Bauer,1969) um sinbnimo
de H. zea (Okumura e Bauer 1969; Pogue 2004; Balbi et al., 2017). Assim, esses espécimes
foram incluidos na analise como representantes de H. zea. Os demais insetos identificados neste
estudo tinham caracteres genitais tipicos de H. armigera ou H. zea.

As outras mariposas coletadas foram identificadas seguindo a literatura especifica,
incluindo Pogue (2002) para Spodoptera, Lafontaine e Poole (1991) para Plusiinae, Madruga

et al. (2019) para Mythimna, e Lafontaine (2004) para Agrotis. Insetos representativos foram
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processados e fixados, e 0s cadigos foram depositados na Cole¢do Entomoldgica da Embrapa

Cerrados.

2.2 Coletas na regido oeste do Estado da Bahia

Durante o surto de H. armigera, foram realizadas 60 coletas de armadilhas luminosas
no municipio de Sdo Desidério, na regido oeste do Estado da Bahia, localizada no Bioma
Cerrado (Ab'Saber, 2003). De acordo com a classificacao climatica de Képpen, tem um clima
tropical umido e seco ou cerrado, com temperaturas variando entre 17°C e 37°C. O periodo
chuvoso comega em outubro e se estende até abril, com picos de precipitacdo em novembro,
dezembro e janeiro, enquanto o periodo seco comeca em maio e termina em setembro,
resultando em um verdo quente e chuvoso e inverno ameno e seco. A area natural é coberta pela
vegetacao tipica do Cerrado e se limita ao oeste por uma transi¢ao para a vegetacdo semiarida.
A precipitacdo anual varia de 1.000 a 1.700 mm3 (Passo et al., 2010). Durante o periodo
pesquisado, a paisagem era principalmente de &reas agricolas (cerca de 70%), com
predominancia de diversas espécies de importancia agricola, especialmente soja, milho e
algoddo (35%, 20% e 15% da area, respectivamente). Durante o inverno (periodo seco), o
milheto é cultivado como uma cultura de cobertura.

Armadilhas luminosas (duas por safra) foram localizadas em culturas de milho
(13°18'60"S; 45°5824"W), soja (13°17'41"S; 45°57'43"W) e algoddo (13°15'53"S;
45°54'21"W). Para uma melhor comparagéo, todas as armadilhas luminosas foram ligadas
simultaneamente, e para minimizar a luminosidade da lua sobre a atratividade das mariposas
(Muirhead-Thompson, 1991), as lampadas foram ligadas cinco noites durante a semana da lua
nova em fevereiro (dias 11 a 15) e marco (dias 11 a 15) 2013. Cada noite de coleta em cada
safra e més era considerada uma réplica. Assim, as comparacdes dos fatores "cultura” e "més"

foram baseadas em 10 coletas/repeticéo.

2.3 Coletas no Distrito Federal

As coletas sistematizadas mensais foram realizadas na Estacdo Experimental da
Embrapa Cerrados, no Distrito Federal, Brasil (15°35'30"S; 47°42'30"W; altitude de 1.007 m),
também localizada no Bioma Cerrado (Ab'Saber, 2003). De acordo com a classificagdo
climatica de Koppen, tem um clima de inverno subtropical-seco, com temperatura média no
més mais frio abaixo de 18°C e no més mais quente acima de 22°C. A regido é caracterizada

por duas estacdes que sdo definidas pela diferenca de chuvas acumuladas. O periodo chuvoso
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comecga em setembro e se estende até abril, e os picos de precipitagdes ocorrem durante
novembro, dezembro e janeiro, enquanto o periodo seco comeca em maio e termina em
setembro, resultando em um verdo quente e Umido e inverno ameno e seco. A precipitacdo anual
varia de aproximadamente 800 a 2.000 mm? (Silva et al., 2014). A area é privada de vegetacéo
natural e coberta principalmente por diversas espécies de culturas, especialmente soja, milho e
trigo (25%, 15% e 10%, respectivamente). Parte da area é coberta, em menor grau, com culturas
de outras especies como Andropogum, Coffea arabica, Manihot esculenta, Crotalaria,
Eucalyptus, Elaeis, Panicum, Passiflora e Saccharum officinarum. O cultivo de trigo (Triticum
aestivum) é restrito ao periodo seco, enquanto a soja e o0 milho séo cultivados apenas na estacao
chuvosa.

Armadilhas luminosas foram ligadas durante a fase de lua nova por cinco anos (julho
de 2012 a junho de 2017). As amostras coletadas em novembro de 2013 ndo puderam ser
consideradas por causa das fortes chuvas e de um grande nimero de individuos de Coleoptera,
Hymenoptera e Isoptera atraidos pela armadilha, o que impediu a identificacdo de espécies de
mariposas. Cada evento de coleta tinha cinco amostras (noites). Para adequar os dados da coleta
ao calendario mensal, em meses com duas fases da lua nova (marco de 2014 e setembro de
2016) foram consideradas dez amostras em vez de cinco no mesmo més.

Os dados meteoroldgicos (Fig 2) foram obtidos no banco de dados da Embrapa Cerrados
por meio da fixacdo de sensores meteorologicos a 20 metros da armadilha luminosa. As
variaveis analisadas foram média mensal de temperatura maxima e minima, umidade relativa e
precipitacdo mensal baseada em precipitagdo acumulada semanal (mensal/4). Os valores
relativos ao ONI foram obtidos na Administracdo Nacional Oceénica e Atmosférica (NOAA,
2020). O ONI é o principal indicador para o0 monitoramento do El Nifio e La Nifia, que sdo fases
opostas do padrao climatico chamado Oscilacdo EI Nifio-Sul (ENSO). As condicGes do El Nifio
ocorrem quando o ONI é 0,5 ou superior, indicando que o Pacifico tropical centro-leste é
significativamente mais quente do que o normal. As condi¢Ges de La Nifia existem quando o

ONI é -0,5 ou menor, indicando que a regido é mais fria do que o normal.
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Figura 2 No eixo esquerdo, variaveis meteoroldgicas em cinco estag¢bes de cultivo (julho de
2012 a junho de 2017): média mensal de umidade relativa (linha pontilhada); temperatura
maxima (linha tracejada); temperatura minima (linha tracejada longa); precipitacdo acumulada
semanal (linha continua). No eixo direito, nas barras cinzas, o indice Oceanic Nifio (ONI).
Valores acima de 0,5 correspondem ao EI Nifio, abaixo de -0,5 correspondem a La Nifia e entre

0,5 e -0,5 séo considerados neutros (NOAA 2020).

2.4 Analise estatistica

Na regido oeste do Estado da Bahia, foi realizada uma andlise de desenho
completamente aleatéria, com dez repeti¢cdes, dispostas em um arranjo fatorial 3 x 2 (trés
culturas — algod&o, milho e soja, e dois meses — fevereiro e marco). A variavel de interesse foi
0 numero médio de mariposas coletadas por noite. As comparacfes de variancia para a
normalidade usando o teste Shapiro-Wilk (Shapiro e Wilk, 1965) indicaram que o uso do teste
Kruskal-Wallis (Kruskal e Wallis, 1952) (p = 0,05) foi adequado para comparar a abundancia
média de H. armigera.

No Distrito Federal, foram realizadas analises individuais dos dados de H. armigera e
H. zea coletados durante cinco anos em um desenho totalmente randomizado com cinco réplicas
temporais. A analise teve, dois fatores qualitativos: safras (cinco) e meses (12), com médias
analisadas simultaneamente pelo teste kruskal-wallis.

A normalidade das variancias foi testada anualmente usando o teste Shapiro-Wilk. O

teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar as abundancias médias de H. armigera e H.
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zea entre as safras e meses. O modelo de regressdo multipla de Poisson, um modelo linear
generalizado, foi utilizado para determinar como o valor médio esperado de uma variavel de
resposta continua (abundancia) depende de um conjunto de variaveis explicativas (fatores
meteorologicos diérios). Para complementar, outra andlise semelhante foi realizada
comparando as médias mensais das popula¢des de cada espécie com dados ONI. O modelo de
regressdo de Poisson leva em conta varidveis discretas. A analise utilizando este modelo de
regressdo envolveu o nimero total de individuos H. armigera e H. zea coletados em cada
amostragem (McCullagh e Nelder, 1989). Trabalha com distribui¢cbes de ndo-normalidade,
modelando dados e identificando problemas com discricdo de resultados (por exemplo, 0
"bloco” de zeros) (Vittinghoff et al., 2012). Os dados foram analisados utilizando o software
estatistico R, versdo 3.3.2, 0 mddulo Action Stat e formulas estatisticas no Excel (Microsoft
Office).

O teste de espacamento de Rao foi utilizado para verificar a uniformidade da
distribuicdo temporal das espécies de Helicoverpa em cada ano. Levando-se em consideragdo
gue este teste rejeitou a hipdtese de uma distribuicdo uniforme das espécies de Helicoverpa, o
angulo de abundancia médio estimado em um determinado periodo do ano foi utilizado para
indicar o periodo de maior ocorréncia. O comprimento do angulo médio (r), que pode variar de
0 a 1, foi usado para indicar o qudo agrupados os dados de abundéncia estavam em torno da
média (Zar, 2010). Este valor esta correlacionado com o desvio padréo angular calculado, usado
para representar a amplitude de um padrédo fenoldgico. Uma vez observadas evidéncias de um
padrdo fenoldgico de ocorréncia de mariposas, distribuicdes anuais (entre safras) foram
comparadas entre si para determinar se a espécie mantém seus padrfes mesmo entre anos
distintos. Neste caso, 0s angulos médios e as distribui¢bes de abundancia foram utilizados como
parametros estatisticos, associados aos testes Watson William (f) e Watson-U2,
respectivamente. Essas métricas circulares e o teste foram todos calculados utilizando-se o
software Oriana 4.0 (Kovach, 2011).

3 Resultados
3.1 Dados obtidos na regido oeste do Estado da Bahia

Durante o episodio do surto de H. armigera, na regido oeste da Bahia, em 60 noites
foram coletadas 41.584 noctuideos. As principais mariposas foram H. armigera (n = 23.248;
55,9%), Chrysodeixis includens (Walker) (n = 15.159; 36,4%) e Spodoptera frugiperda (J.E.
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Smith) (n = 2.059; 4,9%). A espécie nativa Helicoverpa zea foi representada por apenas 98
mariposas (0,2%).

O numero médio de mariposas amostradas entre as culturas ndo foi estatisticamente
diferente considerando os dois meses, fevereiro e marco (x2 = 3,40, p = 0,182), apenas fevereiro
(x2=0,79, p = 0,673), ou apenas marco (2 = 3,44, p = 0,179). Além disso, comparagdes de H.
armigera coletadas em fevereiro e marc¢o indicaram diferencas significativas entre 0s meses em
que todas as culturas foram levadas em conta a0 mesmo tempo (y? = 12,07, p < 0,001), bem

como quando as culturas de soja ou algod&do foram consideradas separadamente (Fig 3).
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Figura 3 Nimero médio e erro padrdo de mariposas Helicoverpa armigera coletadas usando
armadilhas luminosas em areas de milho (x2 1.200, p = 0,257), soja (%2 5.856, p = 0,016) e
algoddo (% 7.417, p = 0,006), em S&o Desidério, regifo oeste do Estado da Bahia, em fevereiro
(coluna cinza) e marco (coluna branca) de 2013. As comparacdes entre meses por cultura foram

realizadas utilizando-se o teste Kruskal-Wallis (p = 0,05).

3.2 Dados obtidos no Distrito Federal

Nas coletas sistematizadas no Distrito Federal (julho de 2012 a junho de 2017) foram
coletadas 25.040 noctuideos. As principais espécies foram C. includens (n = 12.219; 48,8%),
S. frugiperda (n = 4.983; 19,9%), H. armigera (n = 1.248; 6,9%), Spodoptera albula (\Walker)
(n = 1.238; 4,9%), Mythimna sequax (Franclemont) (n = 1.085; 4,3%), Agrotis ipsilon
(Hufnagel) (n = 980; 3,9%), Spodoptera cosmioides (Walker) (n = 891; 3,6%) e H. zea (n =
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836; 3,3%). Assim, as espécimes de Helicoverpa (n = 2.577) representavam apenas 10,3% de
todas as mariposas coletadas. A proporc¢éo destes, 1.741 (67,6%) mariposas foram H. armigera
e 836 (32,4%) eram H. zea.

A abundancia de H. armigera diminuiu significativamente (teste de Kruskal-Wallis; 2
=171,42; p < 0,05) ao longo das cinco safras, enquanto a abundancia populacional de H. zea
variou significativamente (teste de Kruskal-Wallis; x> = 107,68; p < 0,05), mostrando queda até
a quarta safra e depois comecando a crescer, no entanto, sem atingir os altos nimeros
observados entre 2012 e 2015 (Tabela 1, Fig 4). Ambas as espécies apresentaram variacoes
fortes e significativas entre as safras em cada més (linhas) e entre os meses em cada safra
(coluna) durante as cinco safras (Tabelas 1 e 2).

Pelo menos nas duas primeiras safras (2012/2013 e 2013/2014), que apresentaram maior
numero de mariposas, 0s maiores valores de abundéancia especifica de H. armigera (média 75,4
em janeiro) precederam as de H. zea (marco e abril). A partir da terceira safra (2014/2015), com
ndmeros muito baixos de mariposas (médias abaixo de 3,2), os maiores valores de abundancia

especifica de ambas as espécies variaram mais entre os meses (Tabelas 1 e 2; Figs 4 e 5).

Tabela 1 Abundancia média mensal (£ SE) de mariposas de Helicoverpa armigera e de
Helicoverpa zea capturadas usando armadilha luminosa, em cinco noites, ao longo das cinco
safras (julho de 2012 a junho de 2017), na Estacdo Experimental da Embrapa Cerrados,
Planaltina, Distrito Federal, Brasil. Compara¢fes entre as safras e meses, por espécies de

Helicoverpa, realizadas utilizando o teste Kruskal-Wallis (p < 0,05).

. Safras

Mes 2012/2013 2013/2014 2014/2015 2015/2016 2016/2017
Helicoverpa armigera

Julho 23.2+4.32Ac 13.2+1,79B b 4,2 +0,84C bc 0,4+055Dbc  0.0+0.00Db
Agosto 12.2+£1.79Ad 48+0.45Bd 22+045Ce 0.0+ 0.00D ¢ 0.0+ 0.00D b
Setembro 4.6 £1.34B ef 3.0£0.71A¢ 6.8+0,84C a 0,4+£055Dbc 0.0+£0.00Db
Outubro 58+ 1.48ABe 7.0+£0.71Ac 48+0,84Bb 24+1.14Ca 28+084Ca
Novembro  14.4 +1.34Ad - 34+cdl1.14B 0,6+090Chc 0,4£090Ch
Dezembro 31.2+259Ab 0,8+0,45B fg 22+130Be 0,2+045Cc 0.0£0,00Ch
Janeiro 754 +10.60Aa 214+167Ba 0,8+045Cf 06+£089Chc 14+089Ca
Fevereiro 31,8+4.21Ab 98+192Bb 32+192Ccde 3.0+0,71Ca 0,2+0,45D b
Marco 13.6 £ 2.19Ad 5.8+cd 1.92B 2.8+0,84C de 3.2+0,84Ca 0,4+0,55D b
Abril 56+ 1.14A¢€ 0,4+0,55B ¢ 0,8+0,84BC f 0.0£0.00Cc 0.0£0,00Ch
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Maio 3.4+0.89Ad 0,8 +0,84B fg 0.0+ 0.00Cf 0,2+0,45BCc 0.0+0,00Ch
Junho 54+ 1.14Ab 12+1.10Bf 48+0,84ADb 1.0+0,71Bb 0,2+0,45Chb
Total 18.9 £ 20.03A 6.2 £ 6.36B 3.0+210C 1.0+ 1.29D 0,5+ 0,93E
Helicoverpa zea

Julho 8.0+0.71Ad 0,8 +0,84C bc 3.4+0,55B ab 0,0+0,00Dbc 0,2+0,45CDd
Agosto 1,8+ 1.30B fg 16+1.14Bdef 6.0+0.82Aa 0.0+0.00Cc 0.2+0.45Cd
Setembro 1.4 + 0,55A fg 0,8+045ABfg 1.6+137Ac 02+045Bbc 0.2+045Bd
QOutubro 0,8+ 0,45A ¢ 1.2 + 0,84A ef 1.2 + cd 0.45A 0,6 + 0,55A ab 0,6 + cd 0.90A
Novembro 1.8 £ 0.84Afg - 0,6 + 0,90B def 0,2 + 0,45B bc 0.2+045Bd
Dezembro 3.2+ 0.84Ah 0.0+£0.00Cg 1.2 +cd 0.45B 0.0+£0.00Cc 0.0+0.00Cd
Janeiro 2.4 + 0,55A ef 3.0+ 0,71A bc 0.0+ 0.00B f 0,2+0,45Bbc 0,6 £cd 0.90B
Fevereiro 14,0+ 255Aa.C. 1.8+0,84Bde 0,4 +0,55C ef 0,2+045Chc 26+055Ba
Marco 31.6+4.93Aa 16.4+0,55B a 2.8+0,84Ch 1.2+0,84D a 2.2+0,84Cab
Abril 188+1.64Aab 24+cddel.14C 3.8+0,84Bab 0,4+055Dabc 0.4+0.90Dd
Maio 8.4 + cd 0.55A 42+1.10Bab 0.4 +0,55D ef 0,2+0,45Dbc  1,2+0,84Cbc
Junho 1.8 +0,45B fg 44+114Aab 1.0+c¢d0.71C 0,2+0,45Dbc  3.2+0.84Aa
Total 7.8+ 9.23A 3.3+4.45B 1.8+ 1,77C 0,3+0,52E 09+1.22D

Valores seguidos por diferentes letras indicam diferenca estatisticamente significante (p <0,05);
letras maiusculas nas linhas comparam safras e letras minusculas nas colunas comparam meses.

Tabela 2 Estatistica descritiva derivada da analise circular da abundancia de mariposas de

Helicoverpa armigera e Helicoverpa zea coletadas com armadilhas luminosas, em cinco noites

em cada lua nova, em cinco safras (julho de 2012 a junho de 2017), na Estagcdo Experimental

da Embrapa Cerrados, Planaltina, Distrito Federal, Brasil.

Safras N n Csd R Conc U P U2 P
Helicoverpa armigera

2012-2013 1133 12.162° 72.032° 0.454 1.017 340.936 ** 17.465 ***
2013-2014 341 11.604°  103.458° 0.196 0.400 311.616 ** 2.586  ***
2014-2015 180  255.573° 91.500° 0.279 0.582 298.545 ** (.922  ***
2015-2016 60 38.074° 84.220° 0.339 0.722 275.342 ** (0.671  ***
20162017 27 319.695° 58.636° 0.592 1478 269.151 ** 0.706  ***
Helicoverpa zea

2012-2013 470 86.789°  55.678° 0.624 1.609 315.574 ** 10.781 ***
2013-2014 183 93.335°  59.551°  0.583 1.440 304.825 ** 3207  ***
2014-2015 108 185.749° 86.013°  0.324 0.685 285.851 ** (.794  ***
2015-2016 17 66.052°  85.167° 0.331 0.702 160.535 Ns 0.204  **
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20162017 58 102.718° 72.041° 0.454 1.017 272.986 ** 0.850  ***

N, numero de mariposas; y, vetor médio; CSD, desvio padrdo circular; r, comprimento do vetor
médio; Conc, concentracdo; U, o teste de espacamento de Rao; U? Watson; ns, nio
significativo; **, p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 4 Abundancia especifica de Helicoverpa armigera (colunas cinzas; letras maiusculas)
e Helicoverpa zea (colunas brancas; letras mindsculas), precipitacdo acumulada (mm3/m?;
linhas horizontais pretas) em cinco safras (julho de 2012-junho de 2017), e precipitacéo
esperada de acordo com a Normal Climatoldgica 1974-2004 (linha tracejada) (Silva et al.,
2014). Comparagdes entre as safras, por espécies de Helicoverpa, realizadas utilizando o teste
Kruskal-Wallis (p = 0,05), e o numero médio de mariposas capturadas utilizando armadilhas
luminosas em cinco noites, na Estacdo Experimental da Embrapa Cerrados, Planaltina, Distrito

Federal, Brasil.
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Figura 5 Circular plot da abundéncia de Helicoverpa armigera e Helicoverpa zea. Mariposas
coletadas em armadilhas luminosas em cinco safras (julho de 2012 a junho de 2017), na Estacéo
Experimental da Embrapa Cerrados, Planaltina, Distrito Federal, Brasil. Cada tridngulo
representa a abundancia observada de cada més e a seta indica a tendéncia para a maior

abundancia.
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A precipitacéo (e outros dados meteoroldgicos) variou fortemente com chuvas anormais
na terceira (1.560,3 mm?®) e na quarta safra (885,2 mmq) (Fig 2). Essas anormalidades foram
atribuidas as variacbes do ONI, com um ENSO mais forte durante as cinco safras analisadas
(Fig 2). Além dessas anormalidades no volume de chuvas em cada safra, grandes variagdes
foram detectadas para 0 mesmo més em diferentes safras. Por exemplo, em dezembro, as chuvas
acumuladas semanais variaram de 84,6 mm® a 22,5 mm?® na terceira e quarta safra,
respectivamente. Além disso, os picos de precipitacdo variaram muito entre diferentes safras
(Fig 2).

Os resultados da andlise de regressdo multipla indicaram uma influéncia negativa
significativa da temperatura méxima média e da umidade relativa sobre a abundancia de H.
armigera (Tabela 3), enquanto o aumento médio da temperatura minima foi positivamente
correlacionado com ela, e ndo foi encontrada correlacdo entre o nUmero de mariposas coletadas
e a precipitacdo mensal. A abundancia de H. zea teve uma influéncia negativa significativa da
umidade relativa média, enquanto as chuvas foram positivamente correlacionadas com ela.
Além dos fatores meteoroldgicos, foi encontrada correlacdo negativa significativa entre a

abundancia especifica e os valores ONI para ambas as espécies.

Tabela 3 Coeficientes do modelo de regressdo multipla de Poisson calculados para as variacdes
mensais no nimero médio de mariposas coletadas em cinco safras (julho de 2012 a junho de
2017), na Estacdo Experimental da Embrapa Cerrados, Planaltina, Distrito Federal, Brasil,

consideradas variaveis preditoras para fatores climaticos e o indice Oceénico Nifio (ONI).

Helicoverpa armigera Helicoverpa zea
Variavel preditor

Est SE P Est SE P
Interceptar 15.894  1.874 <0.000 -0.299  3.010 0.921
Temperatura maxima —0.654  0.078 <0.000 -0.114  0.122 0.348
Temperatura minima 0.577 0.084 <0.000 0.112 0.131 0.390
Umidade relativa do ar -0.073  0.011 <0.000 0.045 0.019 0.019
Precipitacdo 0.001 0.001 0.167 —0.003  0.001 0.002
Interceptar 1.830 0.055 <0.000 1.099 0.079 <0.000
Oni -0913  0.099 <0.000 -0.892  0.142 <0.000

Est, estimativa; SE, erro padrao.
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4 Discussao

4.1 Dados obtidos na regido oeste do Estado da Bahia

O numero de noctuideos coletados durante o surto de H. armigera foi extremamente
elevado. O nimero médio de 527,3 mariposas capturadas por noite em algodao (Fig 3) foi
substancialmente maior do que as capturas com armadilhas luminosas relatadas durante surtos
na provincia de Xinjiang do Sul, China (Lu e Baker, 2013), na Tanzania (Nyambo, 1988a), e
na Australia (Baker et al., 2010). E importante ressaltar que a infestacdo de Noctuidae imaturo
poderia ter sido muito maior, uma vez que a mortalidade de insetos imaturos poderia ser muito
alta devido as varidveis meteoroldgicas, os inimigos naturais (Klapwijk et al., 2012; Woltz et
al., 2012; Pereira et al., 2018), e especialmente a pressao de inseticidas e tecnologia de cultura
bt usada na época (Gutierrez, 2018).

A desproporcdo entre os numeros de H. armigera (99,6%) e H. zea (0,4%) ndo era
esperado devido ao cultivo de milho no sistema produtivo. No entanto, estudos realizados antes
da introducdo de H. armigera no Brasil relataram a presenca de outras mariposas no cultivo do
milho (estigmas e graos leitosos) como S. frugiperda e H. zea, entre outras (Matrangolo et al.,
1997). Um aspecto ndo considerado é a competicao interespecifica entre H. armigera e H. zea.
Embora H. zea tenha uma melhor sobrevivéncia na competicdo intraguilda, seu sucesso
depende de estar em um estagio de desenvolvimento mais avangado (Bentivenha et al., 2016).
Assim, o maior nimero de mariposas de H. armigera nas areas de producdo e a ocupacgdo
antecipada de nichos sobrepostos podem ter levado a uma prevaléncia dessa espécie em milho,
mesmo na presenca de H. zea e S. frugiperda no agrossistema. Embora a soja e 0 milho sejam
cultivados simultaneamente na regido oeste do Estado da Bahia, desde o inicio de seu
desenvolvimento a soja favorece a ocorréncia de H. armigera, enquanto o milho esta disponivel
como planta hospedeira apenas durante a fase reprodutiva. Portanto, a H. armigera pode usar
soja com antecedéncia, o que favorece a ocorréncia de populagdes maiores desta espécie em
comparagdo com H. zea. O algoddo também € um hospedeiro preferencial para a H. armigera,
gue geralmente é semeado um més ou dois apds a soja e o milho na regido oeste do Estado da
Bahia. Embora a maior proliferacdo de H. armigera ocorra a partir do estagio reprodutivo do
algodéo, da mesma forma que tanto algoddo como soja permitem o desenvolvimento larval de
H. armigera desde o periodo vegetativo (Reigada et al., 2016; Silva et al., 2020).

A alta incidéncia de H. armigera esteve associada ao agroecossistema, que além de

proporcionar uma sucessdo de plantas preferenciais (Cunningham e Zalucki., 2014), foi
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bastante simplificada devido a grande extensdo das culturas e ao uso intensivo de inseticidas
(Degrande e Omoto, 2013). Esse antigo fator tem sido mencionado como promotor de altos
niveis de infestacdo nessas mesmas culturas (Lu e Baker, 2013). Naguela época, esses surtos
de H. armigera estavam relacionados a causas como mudancas climaticas, cultivo sucessivo de
plantas hospedeiras (soja, milho e algoddo), mudancas nos perfis de inseticidas (inseticidas com
grande espectro) utilizados para controle de pragas, e uma suposta melhor aptiddo da lagarta de
tabaco (H. armigera foi identificada erroneamente como C. virescens) para soja (Sosa-Gomez
etal., 2016).

De fato, varios estudos associaram surtos de noctuideos, incluindo H. armigera, com
variacdes climéticas (Farrow e McDonald 1987; Qin et al., 2003a, 2003b; Zalucki e Furlong
2005; Klapwijk et al., 2012). Além disso, surtos populacionais de varias espécies de Noctuideos
tem sido atribuidos ao aumento da densidade de insetos em certos locais e a migracéo de longa
distancia subsequente (Tucker, 1984; Par et al., 1991), regimes de chuva (Zalucki e Furlong,
2005), regimes de temperatura (Nelson et al., 2013), e presenca de néctar adequado para melhor
oviposicdo (Guo et al., 2018). Embora o Brasil seja um novo ambiente e, portanto, teoricamente
préprio de surtos de insetos invasores, no caso de H. armigera, registros de sua presenca desde
2008 (Sosa-Gomez et al., 2016) e varios relatos (Santos, 2012; Soria et al., 2012) indicam que
as populacbes tém aumentado gradualmente nos ciclos agricolas anteriores. Esse aumento
populacional, juntamente com fatores climaticos adequados e padrdes locais de cultivo
maultiplo, culminou em um enorme surto de H. armigera, causando perdas que atingiram 100%
em alguns pomares citricos no Estado de Sdo Paulo em outubro de 2012 (Czepak et al., 2013;
Bueno et al., 2014), até 50% em &reas de soja, e 100% em algumas areas de algodao na regido
oeste do Estado da Bahia entre 2012 e 2013 (Specht et al., 2013). A maioria dos produtores de
algoddo realizou a colheita, apesar de suas perdas devido ao alto uso de inseticidas, pois tiveram
que honrar os contratos com as industrias de processamento. Dado o impacto negativo da praga
nas lavouras e a alta cobertura da midia, agricultores, empresas e cooperativas compraram
estoques de inseticidas, prevendo que o problema com a H. armigera se repetiria na safra
2013/2014 (Fig 1), mas isso ndo aconteceu. Atualmente, devido a todo o quadro de
conhecimento relacionado a gestdo da H. armigera adquirida pela midia, instituicOes
académicas e de pesquisa, e pelo proprio setor produtivo, suas populacfes estdo sob controle

adequado, com poucos episddios de surtos restritos.
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4.2 Dados obtidos no Distrito Federal

Dados obtidos na primeira estacdo de cultivo aqui analisados corroboram a ideia de que
ambas as espécies (H. armigera e H. zea) tiveram um surto simultaneo no Distrito Federal neste
momento (Tabela 1). Da mesma forma, apds o surto na primeira safra, a diminuicdo das
populacbes de H. armigera e H. zea nas proximas safras (Tabela 1, Fig 4) seguiu um padrédo
semelhante ao observado para outros noctuideos na mesma area (Santos et al., 2017; Piovesan
et al., 2018; Dias et al., 2019; Fonseca-Medrano et al., 2019). No entanto, na ultima safra,
observou-se um leve, mas significativo aumento no nimero de mariposas H. zea, enquanto H.
armigera continuou a diminuir (Fig 4), indicando uma diferenca no comportamento
populacional.

Em relacdo as amostras mensais, 0 maior nimero de mariposas de H. armigera no
Distrito Federal em cinco estac@es de cultivo foi coletado em janeiro de 2013 (75,4) (Tabela 1),
correspondendo a menos de um quarto do nimero médio coletado na regido oeste do Estado da
Bahia em fevereiro ou mar¢o do mesmo ano (Fig 3). Isso significa que o surto de H. armigera
na area experimental da Embrapa Cerrados foi menos intenso do que o observado na regido
oeste do Estado da Bahia. Apesar das extensas areas cultivadas com soja, milho e algodao
dentro e ao redor do Distrito Federal, a cultura do algoddo (uma das plantas hospedeiras
favoritas da H. armigera) representa apenas 2% da area plantada (CONAB 2018), enquanto na
regido oeste do Estado da Bahia, essa safra corresponde a 7% da area. No entanto, 0 uso de
sistemas de cultivo multiplo, incluindo soja, feijdo e vegetais, como tomate, quiabo e gréo-de-
bico, pode ter contribuido para o aumento da populacdo de H. armigera. Além disso, a
abundancia da populacdo de H. armigera no Distrito Federal pode ter sido aumentada pela
migracdo de outros locais, incluindo a regido oeste do Estado da Bahia, onde as infestacfes
foram muito altas. Esta regido esta localizada a aproximadamente 500 km do Distrito Federal,
metade da distancia percorrida por H. armigera segundo estudos migratorios (Fitt, 1989; Jones
et al., 2019), e o vento predominante no Distrito Federal vem daquela regido (Nagoshi et al.,
2017). Além disso, parte dessa populacdo poderia ter se originado em culturas de menores
locais, como gréo-de-bico, tomate, feijdo e outras areas irrigadas com vegetais.

Levando-se em conta 0 numero total de mariposas coletadas durante cinco safras no
Distrito Federal, embora aproximadamente dois tercos tenham sido representados por H.
armigera nas quatro primeiras safras (Tabela 1), variagdes populacionais mensais significativas
e ndo simultaneas ocorreram em ambas as espécies. Durante o surto de janeiro de 2013, uma
média de 75,4 H. armigera (96,9%) e 2,4 H. zea (3,1%) individuos foram coletados. Em

39



contrapartida, em marco de 2013, observou-se um pico populacional de H. zea, com um nimero
médio (31,6) de individuos mais que o dobro de H. armigera (13,6). Esses resultados
demonstram uma interdependéncia entre as populacGes dessas duas espécies, certamente
relacionadas ao uso de diferentes plantas hospedeiras (Cunningham e Zalucki, 2014),
especialmente devido a maior associagdo de H. armigera com a soja plantada no inicio da safra
e de H. zea com o milho semeado tardiamente, de modo que a fase leitosa dos gréos ocorra em
fevereiro.

Vale ressaltar que devido a diminuicdo da H. armigera (Tabela 1, Fig 4) e outras
populacbes de noctuideos das safras 2013/2014 até safras 2015/2016 (Santos et al., 2017;
Piovesan et al., 2018; Dias et al., 2019; Fonseca-Medrano et al., 2019), na mesma area (soja bt
e ndo-bt), sprays de inseticida ndo foram necessarios porque as densidades das populacdes de
larvas ndo atingiram o limiar de acdo (Luz et al., 2019). Este fato em associacdo com uma
reducdo repentina na compra de inseticidas (Fig 1) indicam que na safra 2012/2013, e
possivelmente na safra anterior também (Czepak et al., 2013; Specht et al., 2013; Bueno e
Sosa-Gomez, 2014; Mastrangelo etal., 2014; Sosa-Gomez et al., 2016), condi¢cdes ambientais
favoraveis as lepidopteras pragas levaram a grandes aumentos populacionais em varias regides
do Brasil e, nos anos subsequentes, essas populacfes voltaram a niveis mais baixos (Santos et
al., 2017; Piovesan et al., 2018; Dias et al., 2019; Fonseca-Medrano et al., 2019).

E possivel associar a diminuicdo das populacdes de insetos-alvo [como a Anticarsia
gemmatalis, H. armigera e C. inclui] com o grande aumento na area plantada com a soja
CrylAc, que rapidamente atingiu entre 62% e 65% da &rea cultivada (Rally da Safra, 2018;
Céleres, 2018) desde a safra 2013/2014 (Fig 6). No entanto, também foi observada uma grande
diminuicdo nas populacdes de outras pragas nao-alvo, como Spodoptera ou outros noctuideos
representativos dos géneros Anicla e Elaphria (Piovesan et al., 2018; Fonseca-Medrano et al.,
2019). Além disso, o declinio dos insetos também pode ser atribuido as alteracdes nas paisagens
(Seibold et al., 2019), ao impacto fisiol6gico do aumento das temperaturas no desempenho

reprodutivo (Sales et al., 2018) e a ecotoxicidade de inseticidas (Mdller, 2018).
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Figura 6 Area cultivada de soja no Brasil em cada safra (CONAB, 2018). Cada coluna
representa a area total cultivada em soja e a area sombreada em cada coluna representa a area

cultivada com soja Bt (Rally da Safra, 2018).

Além da diminuicdo das populacdes de H. armigera ao longo do tempo, 0 aumento
progressivo dos inimigos naturais associados ao seu controle natural (Corréa-Ferreira et al.,
2014; Guerra et al., 2014; Luz et al., 2018) desempenha um papel especialmente importante no
controle de pragas nativas e até mesmo na extin¢do de espécies de pragas introduzidas (Hoddle,
2006; Pereira et al., 2018; Erazo-Moreno et al., 2019). Situacdes semelhantes foram observadas
em relacdo a uma série de lepidopteras pragas introduzidas, incluindo no Brasil [Grapholita
molesta  (Busck, 1916) (Tortricidae), Hyblaea puera (Cramer, 1777) (Hyblaeidae),
Phyllocnistis citrella (Stainton, 1856) (Gracillariidae), Opogona sacchari (Bojer, 1856)
(Tineidae), Plutella xylostella (Linnaeus, 1758) (Plutellidae) e Tuta absoluta (Meyrick, 1917)
(Gelechiidae)], que ocorreu com altas densidades e impacto inicial impressionante apds sua
introducdo, mas teve uma adaptacgéo gradual as condicdes bioticas e abidticas, com novos surtos
circunscritos esporadicos, principalmente sob manejo inadequado (Vilela e Zucchi, 2015),
extingdo espontanea (Hoddle, 2006; Erazo-Moreno et al., 2019), ou devido a programas
governamentais (Kovaleski, 2014).

A relagcdo entre a dindmica populacional de H. armigera e H. zea com fatores

meteoroldgicos (especialmente temperatura e umidade) e os valores ONI relatados neste estudo
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(Tabela 2) ja foi registrada para espécies de Helicoverpa em outros paises (Maelzer et al., 1996;
Maelzer e Zalucki, 1999, 2000; Qin et al., 2003a, 2003b; Zalucki e Furlong, 2005). Essa relacéo
também tem sido utilizada na previsao de estudos de areas de alta ocorréncia (Zalucki e Furlong,
2005; Kiriticos et al., 2015), e possivelmente periodos favoraveis para episodios de surtos,
incluindo variacbes de intensidade. Para previsdes, € claramente necessério incorporar

informacdes sobre 0 manejo pratico das culturas (Nyambo, 1988b; Pessoa et al., 2016).

4.3 Discusséo geral

Resultados deste estudo, sua relagdo com o conhecimento de que a hibridizagdo entre
H. armigera e H. zea ocorre no campo (Leite etal., 2017; Anderson et al., 2018; Cordeiro et
al., 2020; Valencia-Montoya et al., 2020), e implicacdes no fluxo genético (Anderson et al.,
2018; Cordeiro et al., 2020; Valencia-Montoya et al., 2020) sugerem que, além da influéncia
das variaveis paisagisticas e climaticas (Cordeiro et al., 2020), a abundancia e a prevaléncia de
ambas as espécies podem afetar os niveis de introgressdo. Consequentemente, caracteristicas
consideradas importantes para 0 manejo de pragas como a aptiddo ambiental (baixa
suscetibilidade a doencas, resisténcia a inseticidas, altas taxas de sobrevivéncia, entre outros)
também podem ser afetadas.

Os dados moleculares obtidos para espécimes coletados nas mesmas areas e datas
(Valencia-Montoya et al., 2020) deste estudo indicam que, devido aos altos niveis
populacionais, e diferencas entre o nimero de individuos de cada espécie na mesma area, 0S
surtos constituem eventos que maximizam a possibilidade de cruzamentos entre H. armigera e
H. zea. Assim, considerando os sistemas de cultivo especialmente em sistemas intensivos de
cultivo, onde as plantas preferenciais sdo cultivadas na maior parte do ano (Paula-Moraes et al.,
2017), deve-se recomendar o uso de todas as taticas possiveis relacionadas ao Manejo Integrado
de Pragas (IPM) para manter as populacdes desses insetos pelo menos no nivel de equilibrio,
reduzindo as chances de cruzamentos interespecificos.

Resultados recentes do estudo sugerem que o surto de H. armigera, registrado nas safras
de 2011/2012 e 2012/2013, em grandes regides do Brasil, ocorreu principalmente devido as
condi¢Bes ambientais favoraveis ao desenvolvimento da H. armigera, bem como de outras
mariposas polifagas (Santos et al., 2017; Piovesan et al., 2018; Dias et al., 2019; Fonseca-
Medrano et al., 2019); registro tardio da ocorréncia da espécie levando a medidas de manejo

errdneos, incluindo o uso de inseticidas sintéticos e bioracionais com eficicia reduzida, manejo
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inadequado e até mesmo indisponibilidade de produtos eficientes. Complementarmente, o surto
foi intensificado em areas com sucessao e abundancia de plantas hospedeiras.

O surto de H. armigera no Brasil descrito neste estudo reforca a necessidade de esforgcos
governamentais para promover a adogéo de programas de MIP (Pomari-Fernandes et al., 2015),
incluindo a formagéo a longo prazo de um taxonomista treinado para identificar de forma
confiavel espécies nativas e invasoras, a base de quaisquer programas de MIP. Equipe
devidamente treinada, programas de monitoramento sistematico e implementacao de técnicas
que possibilitem a identificacdo répida de espécies exoticas, especialmente nos portos de
entrada de produtos vegetais preferenciais e/ou hospedeiros alternativos para essas espécies
(Gilligan et al., 2015, 2019) estdo entre as medidas necessarias.

Apesar de todos os problemas associados a esse surto, varios aspectos relacionados ao
MIP foram atualizados, repensados e incorporados a rotina dos produtores brasileiros. A
primeira e fundamental foi conscientizar sobre a necessidade de uso do MIP para a
sustentabilidade econémica, ambiental e social do agronegécio brasileiro. O surto de H.
armigera e suas consequéncias promoveram mudancas nas agéncias governamentais e em
praticamente todos os atores das cadeias produtivas impactadas. Em relacdo a vigilancia em
quarentena, destaca-se 0 aumento da importancia dada pelo governo as pragas que tem alto
impacto sobre as principais commodities brasileiras.

Além disso, a principal preocupacdo para o registro de produtos é oferecer inseticidas
seletivos mais eficientes e diversos (o registro de produtos para lepidopteros a base de
baculovirus no Ministério da Agricultura brasileiro tem aumentado nos Gltimos anos) aos
produtores, a fim de permitir a alternancia de ingredientes ativos com diferentes modos de acéo.
Isso visa minimizar a selecdo de individuos resistentes, uma vez que uma alta frequéncia de
genes que conferem resisténcia a piretroides ja foi detectada em populacdes geograficas
brasileiras (Durigan et al., 2017). Planejamento deve envolver rotacdo com vérias culturas para
quebrar ciclos de pragas, manutencdo de campos sem cultivos por um certo tempo com 0
mesmo proposito, consorcio vegetal, alternancia de culturas bt com proteinas com diferentes
modos de acdo, monitoramento de pragas (especialmente em estagios fenologicos mais
suscetiveis), prevencéo de aplicacbes programadas, preferéncia por inseticidas seletivos como
microrganismos entomopatogénicos (nucleopoliedrovirus, bactérias) ou reguladores de
crescimento, uso de inimigos naturais (parasitoides de ovos), e aumento da eficacia da aplicacéo
de pesticidas. Também € essencial oferecer cursos e disseminar essas praticas através dos meios

de comunicacdo de massa.
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CAPITULO 2

HIBRIDIZACAO DE Helicoverpa armigera E Helicoverpa zea: RESTRICOES,
HETEROSE E II\/IPLICA(;@ES PARA O MANEJO DE PRAGAS

Capitulo publicado na revista Pest Management Science (Qualis A1 em Ciéncias Ambientais e
Fator de impacto (JCR): 3,75)

Helicoverpa armigera and Helicoverpa zea hybridization: constraints, heterosis, and
implications for pest management. Pest Management Science (2021). DOI

10.1002/ps.6705.

Resumo

A invasdo de Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera: Noctuidae) para 0 Novo Mundo
possibilitou a hibridizacdo desta praga com uma espécie nativa americana, Helicoverpa zea
(Boddie), sob condig¢Bes naturais. Investigamos a viabilidade e o desenvolvimento de hibridos
dessas duas espécies de Helicoverpa. Além da criagdo das espécies parentais, avaliamos
cruzamentos entre os machos de H. armigera e as fémeas H. zea e vice-versa, dois cruzamentos
entre hibridos e oito cruzamentos entre hibridos e espécies parentais. Estimamos a duracdo de
estagios imaturos, fecundidade, sobrevivéncia, razdo sexual e heterose. Embora a hibridizacao
tenha sido realizada, com heterose durante o desenvolvimento de imaturos, também apareceram
incompatibilidades reprodutivas entre as espécies parentais e entre hibridos de cruzamentos
subsequentes. Os cruzamentos interespecificos entre hibridos e retrocruzamentos confirmam a
possibilidade de eventos de introgresséo e sua perpetuacdo nas populacGes de campo. Os
resultados indicaram que os eventos de hibridizacdo sdo favorecidos em altos niveis
populacionais, enquanto em baixos niveis populacionais as "identidades das espécies" serdo
mantidas. A possibilidade de fluxo genético interespecifico e sua perpetuacdo através de
sucessivos cruzamentos e retrocruzamentos sugerem varias recomendagdes para 0 manejo.
Populacdes de ambas as espécies devem ser mantidas em um nivel de equilibrio para reduzir a
chance de cruzamentos interespecificos, que sdo presumivelmente mais propensos a ocorrer
durante surtos de pragas. A existéncia de hibridizacdo e resisténcia a diferentes ingredientes

ativos de pesticidas deve ser monitorada. Todas as praticas relacionadas ao manejo da
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resisténcia dessas pragas a inseticidas quimicos e biologicos devem ser sistematizadas para

reduzir a chance de selecdo de individuos resistentes.

Palavras-chave: pragas agricolas; espécies invasoras; heterose; hibridizagdo; introgresséo;

parametros reprodutivos

1 Introducéo

O género Helicoverpa faz parte de um recente clado monofiletico que é bem sucedido
em todos 0s ambientes terrestres, exceto nas regides polares (Fitt, 1989; Mitter e Matthews,
1993; Fang et al., 1997; Mitchell et al., 2006; Cho et al., 2008). Devido a recente origem das
linhagens correspondentes, especialmente este género, as espécies compartilham semelhancas
a ponto de permitir cruzamentos interespecificos com a formacao de hibridos férteis (Hardwick,
1965; Laster e Harder, 1995; Laster e Sheng, 1995; Wang e Dong, 2001; Zhao et al., 2005;
Zhao et al., 2006). A hipdtese de uma recente especiacdo de H. zea nas Américas de uma
populacdo de H. armigera que migrou no passado distante esta relacionada a proximidade
genética dessas espécies (Behere et al., 2007) e € apoiada pela ocorréncia de hibridizacao
interespecifica sob condi¢des laboratoriais (Hardwick, 1965; Laster e Harder, 1995; Laster e
Sheng, 1995). A recente introducdo de H. armigera nas Américas (Czepak, 2013; Specht at al.,
2013; Sosa-Gomez et al., 2016), possivelmente em diferentes eventos independentes (Tay et
al., 2013; Tay et al., 2017; Arnemann et al., 2019), proporcionou uma oportunidade para o
acasalamento interespecifico em condicGes naturais (Anderson et al., 2016; Anderson et al.,
2018; Mallet, 2018; Gonagcalves et al., 2019; Valencia-Montoya et al., 2020).

A importdncia econdmica de ambas as espécies, especialmente seus atributos
particulares, como a resisténcia aos inseticidas (JouRen et al., 2012; Durigan et al., 2017; Walsh
et al., 2018) e toxinas Bt (Reisig e Kurtz, 2018) sugere a hibidizacdo entre H. armigera e H. zea
em &reas sobrepostas aumenta a oportunidade para o surgimento e disseminagdo de novos
ecétipos problematicos para a agricolas através das Américas (Anderson et al., 2018). O sucesso
reprodutivo associado a introgresséo e heterose, bem como a perpetuagdo genética em hibridos
em comparagao com as espécies parentais, sao atributos importantes que nao foram examinados
em Helicoverpa.

Neste estudo, abordamos a viabilidade e o desenvolvimento de hibridos interespecificos

entre H. armigera e H. zea e seus retrocruzamentos. Uma avaliagdo comparativa dos parametros
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bioldgicos, incluindo a duragdo do estagio imaturo, fecundidade, sobrevivéncia e razdo sexual
de descendentes das duas espécies parentais (cruzamentos) e descendentes hibridos
(retrocruzamentos) nos permitiu inferir a existéncia de heterose. Discutimos os resultados no
contexto do manejo integrado de pragas e sugerimos agdes necessarias para reduzir ou prevenir
a possibilidade de cruzamentos interespecificos entre H. armigera e H. zea. As agdes sdo
sugeridas principalmente para retardar a sele¢do de possiveis fenotipos hibridos com diversos
graus de adaptacdo a diferentes agrossistemas ou resisténcia a inseticidas quimicos ou

bioldgicos, ou ambos.

2 Materiais e Métodos
2.1 Criacao de insetos e condi¢cGes ambientais

Lagartas de H. zea (n = 87) foram coletadas de espigas de milho (Zea mays) em 14 de
marc¢o de 2017 na Estacdo Experimental Embrapa Cerrados (15°35'30" S e 47°42'30" W). Uma
col6nia de H. armigera foi obtida da empresa Pragas.com®, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil. As
col6nias foram mantidas em salas de criacdo isoladas sob condicdes controladas (25 + 1 °C, 70
+ 10% RH e um regime de luz de L:D = 14:10 h). Observacdes e coleta de dados foram
realizadas entre 08:00 e 12:00 h.

Para determinar a identidade especifica dos pais, dois pares de H. armigera e dois de H.
zea foram identificados pela morfologia genital (Pogue, 2004), complementada pela
amplificacdo de microsatélites utilizando primers projetados para cada espécie (Ji et al., 2003;
Leite et al., 2017).

2.2.1 Estagio adulto

As mariposas foram mantidas em gaiolas de plastico cilindrico (15 cm de diametro e 15
cm de altura). As gaiolas foram fechadas no topo com voile marrom e na parte inferior com
placas de Petri de polipropileno. A parede da gaiola e o fundo eram forrados com papel Kraft.
Os adultos foram alimentados com uma dieta liquida (Pogue, 2004). Mortalidade e oviposicao
foram registradas diariamente e mariposas vivas foram transferidas para uma nova gaiola,
preparada como acima.

Os experimentos iniciais de cruzamentos foram realizados com 100 gaiolas com um
unico par cada: 50 gaiolas com H. armigera machos e H. zea fémeas e 50 com H. zea machos
e H. armigera fémeas. No entanto, nenhum desses casais produziu hibridos. Por isso, optamos

por fazer gaiolas contendo cinco casais cada, a fim de aumentar a probabilidade de
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acasalamento (Ji et al., 2003; Leite et al., 2017). Para cada cruzamento usamos cinco gaiolas,
colocando dez mariposas (cinco casais por gaiola) que emergiram no mesmo dia em cada

gaiola.

2.2.2 Estagio de ovo
Os ovos produzidos foram contados. Em seguida, o voile e o papel kraft com ovos foram

colocados em sacos plasticos transparentes de 2 pum (30 cm de largura e 60 cm de comprimento).

2.2.3 Estagio larval

As lagartas neonatas foram transferidas para recipientes plasticos transparentes
individuais (30 mL, Int: @ 38x27 mm; G695®, Galvanotek) com tampa destacavel. As lagartas
foram alimentadas com uma dieta artificial modificada (Greene, 1976), sem substancias
conservantes, que foi substituida a cada 48 h. Observacdes foram realizadas diariamente para
verificar a sobrevivéncia e o desenvolvimento de lagartas.

Depois que as larvas deixaram de se alimentar e iniciaram o periodo pré-pupal, elas
foram transferidas para recipientes plasticos transparentes (Copobras® pote cilindrico com
tampa, base @ 5,6 cm; Abertura g 6,6 cm; altura 6 cm; 140 mL) contendo vermiculita expandida
umedecida. A pré-pupa construiu a cdmara pupal na parte inferior da parede do recipiente, o

gue nos permitiu observar a metamorfose e determinar o fim do periodo pré-pupal.

2.2.4 Estégio pupal
Pupas foram mantidas no mesmo recipiente e condi¢cBes do periodo pré-pupal. A
umidade era fornecida diariamente adicionando 1 mL de agua destilada. Os sexos foram

identificados 48 h apds a metamorfose (Queiroz-Santos et al., 2018).

2.3 Manutencao da colbnia

Colbénias de H. armigera e H. zea foram mantidas através de todos os ensaios de
cruzamento e retrocruzamento. Essas coldnias foram estabelecidas com pelo menos dez gaiolas,
cada uma contendo de 5 a 10 casais (0 mesmo usado nos cruzamentos, como descrito acima).
Para minimizar a endogamia, machos e fémeas de diferentes gaiolas foram combinados em uma
gaiola de acasalamento. Para obter progénie e reduzir a consanguinidade, pelo menos 200

imaturos de cada gaiola foram criados individualmente para uso posterior.
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2.4 Comparagcdes entre espécies parentais e seus hibridos

Para comparar tracos biologicos entre H. armigera, H. zea e seus hibridos, foram
realizados bioensaios para as seguintes combinac@es: as duas espécies parentais, H. armigera
e H. zea; cruzamentos (chamados Cruzamentos — C) entre machos de H. armigera x fémeas de
H. zea (C1); e machos de H. zea x fémeas de H. armigera (C2). A partir desses cruzamentos
iniciais, foram realizados dois cruzamentos entre hibridos (Intercruzamentos — IC): IC1 —
machos de C1 x fémeas de C1 e IC2 — machos de C2 x fémeas de C2; e oito retrocruzamentos
(Retrocruzamentos — BC), cruzando ambos 0s sexos de C1 e C2 com ambos os sexos de H.
armigera e H. zea (Tabela 1).

Os bioensaios incluiram a observacdo de todos os ovos e o monitoramento do
desenvolvimento de pelo menos 100 larvas obtidas de cada espécie parental e cruzamento. Cada
larva foi considerada como uma réplica e observada até o adulto emergir.

Cada bioensaio utilizou trés gaiolas com cinco casais por gaiola, usando mariposas que
emergiram no mesmo dia. O nimero total de ovos por gaiola (de cinco fémeas) foi contado
diariamente até que todas as fémeas da gaiola morressem. Para o0s estagios de imaturos,
avaliamos a viabilidade, duracao e sobrevivéncia dos dvulos e dos estagios larval e pupal. O

periodo pré-pupal, ou seja, periodo larval de alimentacao inativa, foi registrado separadamente.

Tabela 1 Cruzamentos intraespecificos e interespecificos entre Helicoverpa armigera e

Helicoverpa zea para comparar parametros biologicos e reprodutivos

identificacao cruzamentos
Espécies parentais H. armigera Q H. armigera x & H. armigera
H. zea Q H. zea x & H.zea
Cruzamentos Cl Q H.zea x & H. armigera
C2 Q H. armigera x4 H. zea
Intercruzamentos IC1 4 Cl1xQCl1
1C2 3C2xQC2
Retrocruzamentos BC1 4 Cl1 x Q@ H. armigera
BC2 3 ClxQ H. zea
BC3 Q Cl1 x & H. armigera
BC4 Q@ ClxJd H. zea
BC5 & C2 x QH. armigera
BC6 3 C2 x QH. zea
BC7 Q C2 x d H. armigera
BCS8 Q C2x 3 H. zea
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2.5 Parametros bioldgicos

2.5.1 Fecundidade
O ndmero médio de ovos colocados por cada fémea foi calculado levando-se em conta
0 numero total de ovos registrados de cada gaiola, que foi dividido por cinco (nimero de

fémeas) em cada dia até a ultima fémea morrer.

2.5.2 Sobrevivéncia e tempo de desenvolvimento

A sobrevivéncia de cada individuo (espécie parental ou hibrida) em cada estagio imaturo
(ovo, larva, pré-pupa, pupa) foi determinada a partir das observagdes diarias de cada individuo
ao longo de seu ciclo de vida. Na fase dos ovos, todos os ovos produzidos nas cinco gaiolas
foram incluidos. Os dados das demais etapas foram baseados em pelo menos 100 individuos.
A porcentagem de sobrevivéncia (PS) para cada fase foi reduzida do nimero de sobreviventes
multiplicado por 100, dividido pelo nimero inicial de individuos:

PS = (sobreviventes * 100) / (nimero inicial)

A sobrevida total (TS) foi calculada multiplicando-se os percentuais de sobrevivéncia
de cada fase e dividindo-se em 1.000.000:

TS = (PS ovos * PS Lagarta * PS Pré-pupa e * PS Pupa)/ 1.000.000

O tempo de desenvolvimento dos imaturos foi avaliado diariamente, considerando as
lagartas (com periodo pré-pupal separado) e as pupas separadamente. A duracéo total da fase

dos imaturos foi calculada como a soma dessas trés fases.

2.5.3 Razdo sexual (SR)

A razdo sexual foi calculada com base nos individuos que chegaram ao estagio pupal,
quando a morfologia externa da regido anal permite determinar o sexo (Queiroz-Santos et al.,
2018). A razao sexual (RS) foi calculada como:

SR = (no. de fémeas) / (no. de fémeas + no. de machos)

2.5.4 Estimativa do nimero de fémeas produzidas por cada fémea

Com base nos dados de fecundidade, razdo sexual e sobrevida total de imaturos a fase
adulta, estimamos o numero de fémeas produzidas por cada fémea em cada geracao das espécies
parentais ou cruzamentos como:

NFG=f*SR*d
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onde f = fecundidade, RS = razdo sexual e d = nimero de individuos viaveis por fémea,

ou seja, 0 nimero de ovos por fémea (ou fecundidade) multiplicado pela sobrevida total.

2.5.5 Heterose

Para determinar a relacdo das variaveis bioldgicas (sobrevivéncia e periodos larval, pré-
pupal e pupal) para o efeito da heterose nos tracos de aptiddo, a heterose em cruzamentos,
intercruzamentos e retrocruzamentos foi estimada (Linch e Walsh, 1998). A heterose foi
definida como a diferenga entre f; e a média das duas populagdes parentais [-H (porcentagem)
=F1—((P1 + P2) / 2)]. Heterose ou vigor hibrido (Shull, 1908; Shull, 1914; Shull, 1948) é uma
diferenga no desempenho dos hibridos de qualquer espécie parental. Neste estudo, considerou-
se a heterose de cada estagio de desenvolvimento (ovo, larvas, pré-pupa, pupa e adultos),

sempre comparando os valores para a descendéncia (de cada cruzamento) com os de seus pais.

2.6 Anélise estatistica

Para determinar se a duracdo (em dias) dos estagios imaturos (larvas, pré-pupas e pupas)
diferenciava entre os pais (H. armigera e H. zea) e seus cruzamentos, testamos primeiramente
se 0s dados para 0s pais e cruzamentos eram normalmente distribuidos, com o teste Shapiro-
Wilk para confirmar a ndo-normalidade dos dados, e o teste Levene para avaliar a igualdade de
variancias. Em seguida, realizamos uma analise de variancia de Kruskal-Wallis por
classificacdo (Kruskal e Wallis, 1952). O teste de Kruskal-Wallis foi seguido por uma
comparacao multipla em pares usando o teste de Dunn para multiplas comparacdes de amostras
independentes, corrigidas para os conjuntos de pares (Pohlert, 2018). As analises foram
realizadas com o programa R (R Core Team, 2018). Foram considerados os niveis de
significancia P < 0,05, P <0,01 e P <0,001.

3 Resultados
3.1 Fecundidade

A fecundidade média da espécie parental foi pelo menos o dobro da observada para 0s
cruzamentos hibridos. As fémeas C2 ndo conseguiram colocar ovos; da mesma forma, nao
ocorreu oviposi¢cdo em IC2, BC7 ou BC8 (Tabela 2). A comparacao dos dados de fecundidade
revelou heterose negativa em todos os hibridos em comparagdo com H. armigera e H. zea.

Como as fémeas de C2 ndo depositaram ovos, 0s valores da heterose para todas as variaveis
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onde os cruzamentos empregavam essas fémeas (1C2, BC7 e BC8) ndo puderam ser calculados
(Tabela 2).

3.2 Sobrevivéncia e tempo de desenvolvimento

A viabilidade dos ovos diferenciou muito entre as espécies parentais e seus hibridos.
Nos pais, a sobrevivéncia ultrapassou 85%, enquanto nos cruzamentos a sobrevivéncia foi no
maximo 13,67%. Nos cruzamentos onde ocorreu a oviposi¢do, os percentuais de eclosdo foram
muito baixos em C2 (0,45%) ou mesmo nulo em BC1 (Tabela 2). Nesta fase, os valores
negativos da heterose foram evidentes nos cruzamentos iniciais (C1 = —73,05% e C2 = —
86,25%). No retrocruzamento 1 (BC1), nenhuma larva eclodiu e os valores de heterose
adicionais para este cruzamento ndo puderam ser calculados (Tabela 2).

Nas fases larval, pupal e pré-pupal (exceto para individuos do intercruzamento IC1 e
retrocruzamento BC2), a sobrevivéncia dos hibridos foi igual ou superior a do tipo parental
(Tabela 2).

No estagio larval foram observados valores de heterose negativa, nula e positiva. BC2
(- 67,50) foi o mais negativo. Entre os positivos, os maiores valores foram para C2 (17,00) e
BC4 (18,00).

No periodo pré-pupal, também houve valores positivos e negativos. Os mais negativos
foram IC1 (-30,30) e BC2 (-39,25). Entre os valores positivos, os cruzamentos C1 e C2 foram
0s mais altos com 16,50. Na fase pupal, os cruzamentos BC2 (-34,60) e BC3 (-15,20)
apresentaram os valores de heterose negativos.

A sobrevivéncia total, fortemente influenciada pela viabilidade dos ovos, foi muito
maior nas espécies parentais (mais de 50%) do que nos cruzamentos, onde o valor maximo foi
de 12,02% (Tabela 2). Para a sobrevivéncia total, todos os cruzamentos, especialmente os
cruzamentos iniciais, apresentaram valores de heterose negativa (Tabela 2). O tempo médio de
desenvolvimento dos imaturos difere significativamente para larvas, pré-pupas e pupas entre as
espécies parentais, cruzamentos, intercruzamentos e retrocruzamentos (Fig 1).

O tempo total de desenvolvimento dos imaturos difere significativamente entre espécies
parentais e cruzamentos (%2 395,18, p < 0,001) (Fig 2). O tempo de desenvolvimento de H.
armigera foi significativamente menor que o de H. zea, e seus hibridos (cruzamentos C1 e C2)
tinham valores intermediarios. O desenvolvimento médio do intercruzamento IC1 foi
estatisticamente igual ao de H. armigera. Todos 0s retrocruzamentos, exceto B5, tiveram

tempos de desenvolvimento mais curtos do que as espécies parentais (Fig 2). Esses dados
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fizeram com que a heterose da maioria dos hibridos (exceto C2) fosse negativa, ou seja, eles se

desenvolveram mais rapidamente do que a espécie parental (Tabela 3).

3.3 Razéo sexual

Em ambas as espécies parentais e na maioria dos cruzamentos, a proporcao de sexo foi
de aproximadamente 50%. No entanto, em individuos do cruzamento C1 a razéo de sexo foi
inferior a 0,40, enquanto no retrocruzamento BC3 foi superior a 0,60, ambos significativamente

diferentes pelo teste x2 do esperado 1: 1 razdo sexual (Tabela 2).

3.4 Estimativa do numero de fémeas produzidas por cada fémea

O numero estimado de fémeas produzidas em cada geracdo ou cruzamento mostrou
grandes diferencas entre o numero de fémeas produzidas por cada fémea em uma geracéo dos
pais (H. armigera 502.62 e H. zea 446.30 individuos) em comparacao com os hibridos (0.00 a
55.95 individuos). A menor diferenca entre pais (H. zea) e hibridos (retrocruzamento 5) foi de
aproximadamente oito vezes (Tabela 2).
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Figura 1. Box plots mostrando a duracgéo (dias) para Ha — Helicoverpa armigera, Hz — H.
zea e seus cruzamentos (C1 - Q@ H.zea x & H.armigera, C2 -9 H.armigera x & H. zea);
intercruzamentos (IC1 - & C1 x @ C1) e retrocruzamentos (BC2 - 4 C1 x @ H.zea, BC3 -
Q@ Clxd H.armigera, BC4—-Q Clx & H.zea, BC5-J C2x Q@ H.armigera, BC6 - &
C2 x Q@ H. zea) para larvas — y 2 407,87, p < 0.0 001; pré-pupa y 2233% p < 0,001 e pupa >
353,52, p < 0,001. Diferentes letras minusculas acima das caixas indicam diferencas
significativas (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparacdo mdultipla de Dunn;
consulte texto para detalhes). Barras superiores e inferiores indicam percentis 90 e 10,
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respectivamente. Os topos e as bases das caixas indicam percentis 75 e 25, respectivamente. A
barra horizontal dentro de uma caixa indica a mediana e X em uma caixa indica o0 tempo médio

de desenvolvimento.
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Figura 2. Box plots mostrando a duracdo (dias) para Ha — Helicoverpa armigera, Hz — H.
zea e seus cruzamentos (C1 - Q@ H.zea x & H.armigera, C2 -9 H.armigera x & H. zea);
intercruzamentos (IC1 — & C1 x @ C1) e retrocruzamentos (BC2 - 4 C1 x @ H. zea, BC3 —
Q C1x 4 H.armigera, BC4—- 9 C1x J H.zea, BC5-J C2x @ H.armigera, BC6 -
C2 x @ H. zea) de estdgios imaturos de desenvolvimento (larvas, pré-pupas e pupas).
Diferentes letras minusculas acima das caixas indicam diferencas significativas (teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de comparacdo mdaltipla de Dunn; consulte texto para
detalhes). As barras superiores e inferiores indicam percentis 90 e 10, respectivamente. Os topos
e as bases das caixas indicam percentis 75 e 25, respectivamente. A barra horizontal dentro de

uma caixa indica a mediana e x dentro de uma caixa indica o tempo médio de desenvolvimento.
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Tabela 2. Fecundidade e sobrevivéncia dos estagios de desenvolvimento e heterose (entre parénteses), razdo sexual e nimero de fémeas produzidas

por geracao (NFG) de Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea, e hibridos cruzamentos (C), intercruzamentoss (IC) e retrocruzamentos (BC) criados

em condicoes controladas (25 £ 1 °C, 70 = 10% RH, fotoperiodo L:D 14:10 h), Planaltina, Distrito Federal, Brasil

Sobrevivéncia dos estagios imaturos (%) SR** NFG

Fecundidade® ovo Larvas Pré-pupa Pupas total
Ha — H. armigera 1,745.84 (---) 85.67 (---) 87.00 (---) 88.51 (---) 84.42 (---) 55.69 (---) 0.517™  502.62
Hz - H. zea 1,678.52 (---) 87.85 (---) 79.00 (---) 78.48 (---) 95.16 (---) 51.83 (---) 0.513™  446.30
Cruzamentos
Cl1-Had x Hz® 816.15 (—896.05) 13.67 (-73.05) 83.00 (0.00) 100.00 (16.50) 93.98 (4.20) 10.66 (—43.15) 0,383** 33.32
C2-HaQ x Hzd 742.16 (-970.05) 0.45 (-86.25) 100.00 (17.00) 100.00 (16.50) 97.00 (7.20) 0.437 (-53.35) 0.500"s 1.62
Intercruzamentos
IC1-C18 x C19  508.36 (-307.80) 1.63 (—12.10) 82.00 (-1.00) 69.51 (-30.30) 87.72 (-6.30) 0.815 (-9.80) 0,556" 2.30
IC2 - C23 x C29 0 - - - - -
Retrocruzamentos
BC1-C1J x HaQ? 608.96 (—672.05) 0.00 (—49.70) - - - -
BC2-C1J xHzQ 519.12 (-728.20) 10.42 (—40.35) 13.51 (-67.50) 50.00 (-39.25) 60.00 (—34.60) 0.422 (-30.78) 0.500"s 2.19
BC3-C12 x Had 805.60 (—475.35) 5.82 (—43.90) 89.66 (4.60) 88.46 (-5.75) 73.91 (-15.20) 3.412 (-29.74) 0,636 17.48
BC4-C12 xHzd  895.12 (-352.20) 12.40 (-38.35) 99.00 (18.00) 98.99 (9.75) 98.98 (4.40) 12.02 (-19.20) 0.520™  55.95
BC5-C23 x Ha® 987.68 (—256.35) 5.38 (-37.70) 83.72 (-9.80) 94.44 (0.25) 82.35 (-8.40) 3.503 (-24.55) 0.500™ 17.30
BC6 - C23 x HzQ  873.96 (-336.40) 11.30 (-32.85) 92.00 (2.50) 0,568™  41.51

BC7 - C29 x Had
BCS — C29 x HzJ

0 ()
0 ()

90.22 (0.95)

89.16 (~7.00)

8.362 (~17.70)

“ Ntmero médio de ovos por fémea (cinco gaiolas com cinco casais cada, totalizando 25 casais).
*Desvio da razdo sexual observada a partir de 1:1 por Teste do Qui-Quadrado () onde: ns = ndo significativo, * p< 0,05 e ** p< 0,01.
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Tabela 3. Média e heterose (entre parénteses) do tempo de desenvolvimento de espécies parentais e hibridos de Helicoverpa armigera e

Helicoverpa zea criados em condigdes controladas (25 + 1 °C, 70 = 10% RH, fotoperiodo L:D 14:10 h), Planaltina, Distrito Federal,

Brasil

Tempo de desenvolvimento (dias)

Larvas Pré-pupae Pupas total
Ha — H. armigera 13.19 2.94 12.91 29.03
Hz - H. zea 16.66 4.68 14.19 35.53
Cruzamentos
C1 - Had x Hz® 13.04 (-1.89) 3.58 (-0.23) 13.99 (0.44) 28.49 (-3.79)
C2-Ha® x Hz& 17.27 (2.35) 3.18 (—0.63) 11.78 (-1.76) 33.94 (1.66)
Intercruzamentos
IC1-C14 x C19 14.14 (1.10) 3.74 (0.16) 11.10 (-2.89) 30.25 (1.76)
IC2 - C23 x C29 — — — —
Retrocruzamentos
BC1-C13 x Ha® —
BC2 - C1J x HzQ 11.33 (-3.52) 4.00 (-0.13) 11.33 (-2.75) 23.02 (-8.98)
BC3-C12 x Ha& 13.12 (0.01) 2.35 (-0.91) 10.71 (-2.74) 25.28 (-3.48)
BC4 - C12 x Hzd 12.70 (-2.15) 2.91 (-1.22) 11.46 (-2.62) 23.70 (-8.30)
BC5-C2J x HaQ 13.07 (-2.16) 3.50 (0.44) 13.50 (1.15) 28.36 (-3.13)
BC6 - C23 x Hz? 11.87 (-5.10) 3.57 (-0.36) 12.26 (-0.73) 22.23 (-12.50)

BC7 - C29 x Had
BC8 — C29 x Hzd

P

P

P

P

P

P

P

P
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4 Discussao

A ndo obtencdo de hibridos utilizando apenas um par por gaiola indicou que era
mais dificil obter hibridizacdo em nossos experimentos do que relatado em estudos
anteriores (Laster e Sheng, 1995; Wang e Dong, 2001; Zhao et al., 2005). Por outro lado,
a média de fecundidade dos pais encontrada nesse estudo (Tabela 2), utilizando cinco
casais por gaiola, foi maior do que o relatado em estudos com condi¢6es de reproducéo
semelhantes, mas utilizando apenas um casal por gaiola, tanto para H. armigera (Silva et
al., 2018) quanto H. zea (Giolo et al., 2006). Isso sugere que, como observado para outros
noctuideos (Specht et al., 2016), o uso de multiplos pares por gaiola aumenta a fertilidade,
em particular aumentando o numero de acasalamentos (Milano et al., 2008). No entanto,
os hibridos eram aproximadamente metade mais férteis que seus pais (Tabela 2). Essa
fecundidade inferior pode estar relacionada, pelo menos em parte, a dificuldade do
acasalamento interespecifico, uma vez que entre os noctuideos, a auséncia de copula
reduz o niumero médio de ovos colocados por fémea (Kehat e Gordon, 1975; Etman e
Hooper, 1979; Ellis e Steele, 1982; Rogers e Marti, 1997; Milano et al., 2008; Montezano
etal., 2013; 2014; 2015; 2019; Specht e Roque-Specht, 2019).

A viabilidade do ovo parece ser o fator critico relacionado a hibridizagdo de H.
armigera e H. zea, com um maximo de 14% de viabilidade em hibridos em comparacédo
com mais de 85% na espécie parental (Tabela 2). Embora estudos anteriores também
tenham relatado menor viabilidade de ovos em hibridos de H. armigera e H. zea (Laster
e Hardee, 1995; Laster e Sheng, 1995), nenhum relatou a formacéo de hibridos estéreis,
como observado neste estudo para as fémeas IC2 (Tabela 2) originadas do cruzamento
entre hibridos C2 (fémeas de H. armigera com machos de H. zea). Outros estudos, com
cruzamentos entre H. armigera e H. assulta, produziram pupas deformadas, adultos
estereis, ou simplesmente ndo houve formagdo do sexo feminino (Wang e Dong, 2001,
Zhao et al., 2005).

Embora ndo sejam levados em conta aqui, presumimos que as baixas taxas de
viabilidade dos ovos encontradas neste estudo estdo relacionadas a falta de inseminacéao
juntamente com os diferentes mecanismos de isolamento das duas espécies, incluindo
comunicacdo quimica por feromoénios (Cardé, 1986; Wicker-Thomas, 2011),
comportamento de acasalamento (Arbuthnott, 2009), ndo complementaridade de suas
genitalias (Shapiro e Porter, 1989; Sirot, 2003; Mikkola, 2008; Masly, 2012) e gendtipos
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(Nosil et al., 2012). Podemos inferir que a baixa sobrevivéncia no estagio dos 6vulos
nesses casos foi devido a infertilidade decorrente da falta de fertilizagdo. Néo houve
indicacdo de que a auséncia de deposicao de vitelo, outra causa de infertilidade, foi
importante nesses casos.

Durante o desenvolvimento das larvas, pré-pupas e pupas, foi evidenciado vigor
hibrido ou heterose positiva (cruzamentos 1 e 2 e retrocruzamentos 3, 4, 5 e 6) onde a
maioria dos descendentes dos cruzamentos (exceto BC2) apresentava taxas de
sobrevivéncia iguais ou superiores aos tipos parentais (Tabela 2). As taxas de
sobrevivéncia relativamente mais altas de larvas, pré-pupas e pupas compensaram a
diferenca de mais de seis vezes na fertilidade, de modo que a sobrevida total foi pelo
menos quatro vezes menor do que na espécie parental (Tabela 2). Isso é especialmente
importante em cenarios onde os hibridos podem ter vantagens adicionais, como
transportar varios genes ligados a resisténcia a determinados produtos quimicos ou
bioldgicos, aumento de tamanho ou agressividade, ou menor tempo de desenvolvimento,
entre outros aspectos (Gunning et al., 1984; Laster e Hardee, 1995; Laster e Sheng, 1995;
McCaffery, 1998; Wang e Dong, 2001; Zhao et al., 2005; Anderson et al., 2018; Leite et
al., 2017; Gongalves et al, 2019; Valencia-Montoya et al., 2020).

O tempo de desenvolvimento significativamente menor de cada etapa na maioria
dos cruzamentos, especialmente em relacdo a H. zea, aqui reconhecida como heterose
negativa (Tabela 3), é consistente com outros estudos de hibridizacdo de H. armigera e
H. zea (Laster e Hardee, 1995; Laster e Sheng, 1995). O tempo de desenvolvimento nos
retrocruzamentos BC2, BC3, BC4 e BC6 foi significativamente menor do que em ambas
as espécies parentais (Fig 2). Tempos de desenvolvimento reduzidos de estagios imaturos
sdo altamente importantes para aspectos como exposi¢cdes mais curtas a condicdes
abioticas adversas e inimigos naturais. Em particular, a reducdo do tempo de geracao (T)
estd associada a outros pardmetros reprodutivos e aumenta a taxa de crescimento
intrinseco (r), ou seja, o0 nimero de individuos produzidos em um determinado periodo
na mesma planta hospedeira ou condigédo (Reigada et al., 2016; Specht et al., 2019).

Devido a estudos anteriores relatarem proporgdes sexuais diferentes de 1:1 para
membros de Heliothinae, incluindo Helicoverpa (Laster, 1972; Proshold et al., 1983;
Laster e Hardee, 1995; Laster e Sheng, 1995; Wang e Dong, 2001; Zhao et al., 2005),
esperavamos encontrar diferencas entre o nimero de fémeas e machos, como na prole do

cruzamento C1, onde a razdo sexual foi de 0,383, e o retrocruzamento B3, onde a razdo
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sexual foi de 0,636 (Tabela 2). No entanto, na maioria dos outros cruzamentos, a razao
ndo difere de 1:1. Embora a prole de C2, mesmo com a razéo sexual fortemente distorcida,
produzisse individuos bem desenvolvidos sem anormalidades aparentes, nenhuma fémea
deste cruzamento colocava ovos. A falha de reproducéo das fémeas pode estar relacionada
aos encontrados (Wang e Dong, 2001; Zhao et al., 2005) para um cruzamento entre
fémeas de H. armigera e machos de H. assulta, onde nenhuma pupa fémea foi obtida.
Nem a pupa nem os adultos que criamos tinham anomalias aparentes; pelo contrario, a
pupa parecia estar bem formada, consistente com as de ambas as espécies parentais.
Nossos resultados diferem dos encontrados por Laster e Sheng (1995) e Laster e Hardee
(1995), que ndo encontraram nenhuma evidéncia de esterilidade nos cruzamentos de H.
armigera e H. zea através de quatro geracgoes.

A estimativa do numero de fémeas produzidas por fémea em cada
geragdo/cruzamento mostra mais claramente o efeito combinado dos diferentes
parametros (fecundidade, sobrevivéncia em diferentes estagios e razdo sexual) na
capacidade reprodutiva de cada cruzamento em comparacdo com 0s tipos parentais
(Tabela 2). Embora a menor diferenca entre o tipo parental (H. zea) e hibridos
(retrocruzamento 5) foram aproximadamente oito vezes (Tabela 2), em condicGes
naturais outros parametros que podem conferir vantagens aos hibridos, como menor
tempo de desenvolvimento, adaptabilidade e resisténcia ou tolerancia aos agentes de
controle (inseticidas, toxinas) e a inimigos naturais (virus, bactérias e fungos) ainda
devem ser considerados (JouRen et al., 2012; Ardisson-Aradjo, 2015; Durigan et al.,
2017; Leite et al., 2017; Walsh et al., 2018). A possibilidade de troca e fixagéo de genes
nas geracdes futuras indica que, apesar do menor nimero de individuos produzidos, a
hibridizacdo aumenta a variacdo do material genético no qual as forcas de selecdo natural
ou artificial podem atuar.

Neste estudo, inicialmente tivemos dificuldade em obter os primeiros
cruzamentos interespecificos. Outros estudos encontraram dificuldade na fertilizagédo
interespecifica entre H. armigera da China e H. zea de EUA (Laster e Sheng, 1995) e
entre H. armigera e H. assulta, mesmo usando 20 casais por gaiola (Wang e Dong, 2001,
Zhao et al., 2005). Em uma excecéo, Laster e Hardee (1995) obtiveram 100% de sucesso
em acasalamentos entre fémeas de H. armigera da Russia, com machos de H. zea dos
EUA em duas gaiolas, cada uma com um casal. No entanto, a incompatibilidade

reprodutiva observada no presente estudo ndo pode ser claramente atribuida a origem
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geogréfica de H. armigera, especialmente porque autores de estudos usando marcadores
mitocondriais especularam que as populagdes de H. armigera no sul da América do Sul
(Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai) tém origens diferentes por causa de mdaltiplas
incursdes, provavelmente de paises africanos (Senegal, Gana), Franca, india e China (Tay
etal., 2017).

Estudos de hibridizacdo de representantes de Helicoverpa no laboratério (Laster
e Hardee, 1995; Laster e Sheng, 1995; Wang e Dong, 2001; Zhao et al., 2005), incluindo
0s aqui realizados, representam uma condicdo particular na qual o nimero limitado de
duas espécies esta artificialmente confinado sem escolha. No entanto, a ocorréncia de
muitos haplétipos em ambas as espécies na natureza (Behere et al, 2007; Tembrock et al.,
2019) mostra que a diversidade genotipica € muito maior e mais variavel no tempo e no
espaco, permitindo milhares de diferentes cruzamentos interespecificos nos quais
hibridos com caracteristicas genéticas distintas podem se formar.

Nos hibridos, espera-se que ocorram combinacGes que conferem vantagens
ecoldgicas em ambientes naturais ou modificados pelo homem, incluindo tolerancia ou
resisténcia a fatores bidticos ou abidticos. A hibridizacdo de H. armigera com H. zea e a
perpetuacdo de retrocruzamentos (Laster e Hardee, 1995; Laster e Sheng, 1995) podem,
a longo prazo, formar individuos cada vez mais competitivos e bem adaptados. A troca
genética permite que os hibridos herdem diferentes genes associados a tolerancia ou
resisténcia aos pesticidas, por meio da introgressdo génica (Mallet, 2018; Walsh et al.,
2018).

Nossos resultados sugerem que, mesmo apo6s a introducdo de H. armigera nas
Américas, em areas onde H. zea ocorre, as restricGes reprodutivas entre as duas especies
fazem com que suas identidades especificas sejam mantidas ao longo do tempo. Essa
hipdtese ainda considera que a H. armigera também ocorre em grandes areas
compartilhadas com H. assulta, com a qual também forma hibridos interespecificos
(Wang e Dong, 2001; Zhao et al., 2005; 2006), mas cada uma mantém sua identidade ao
longo do tempo. No entanto, informagGes sobre distancias genéticas entre H. armigera e
H. asulta ndo estdo disponiveis para permitir inferéncias mais precisas.

O resultado positivo obtido apenas por uso multiplo (Cinco) de casais por gaiola
sugerem que a hibridizacdo bem sucedida é consistente com as observadas em campo, em
que a hibridizagdo aumenta sobre condigdes de surto (Valencia-Montoya et al., 2020;

Specht et al., 2021). Isso indica que a¢Bes de manejo adequadas que mantém populagdes
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naturais das duas espécies em equilibrio reduzem a chance de cruzamentos
interespecificos, podendo diminuir a probabilidade de encontros entre genes compativeis
ou aqueles associados a aptiddo em condicdes ambientais variaveis (Corréa et al., 2019;
Cordeiro et al., 2020), variacdo no uso do hospedeiro (Pearce, 2017) e resisténcia aos
inseticidas (Duringa et al., 2017; Leite et al., 2018).

Embora os dados aqui apresentados sugiram que cada evento de hibridizagédo
reduz o potencial reprodutivo de ambas as especies, a hibridizacdo deve ser
desencorajada. Essa afirmacéo é apoiada por estudos que fornecem dados quantitativos
para hibridizagdo entre H. zea e H. armigera (Leite et al., 2017; Cordeiro et al., 2020),
com a ocorréncia de hibridos putativos com valores de frequéncia variando de 18 a 40%.
Mais precisamente, Cordeiro et al. (2020) mencionaram que os hibridos continham 10%
de linhagem mista. Portanto, apesar da hibridizacdo parcialmente bem sucedida em um
ambiente restrito, os maltiplos eventos de acasalamento no campo e um periodo de tempo
mais longo oferecem mais oportunidades para selecionar fen6tipos bem-sucedidos e bem
adaptados. Embora nossos resultados indiquem que cada evento de hibridizacéo reduz o
potencial reprodutivo de ambas as espécies, a selecdo de um Unico ecotipo altamente
adaptado as culturas expressando alguma proteina Bt ou resistente a uma molécula
quimica amplamente utilizada pode desencadear um grande problema fitossanitéario para
toda a rea de cobertura.

Apesar das restricdes reprodutivas da hibridizacdo, € necessario retardar ou
prevenir a possivel ocorréncia e selecdo de ecotipos altamente adaptados aos
agrossistemas (Anderson et al., 2018) ou introgressdo de genes para resisténcia a
inseticidas as espécies nativas (Valencia-Montoya et al., 2020). Especialmente em areas
onde as duas espécies coexistem, o0 manejo deve visar reduzir ou prevenir a troca de genes
associados a tolerancia ou resisténcia a inseticidas quimicos e bioldgicos. Devido as
limitacdes na reproducdo interespécie, as areas cultivadas devem ser gerenciadas para
garantir que as populacfes de ambas as espécies sejam mantidas nos niveis mais baixos
possiveis, utilizando estratégias de MIP de acordo com o sistema de cultura e/ou cultivo.

Embora a H. armigera tenha sido relatada no Brasil desde 2008 (Sosa-Gomez et
al., 2016), os primeiros surtos foram notificados em 2012 e 2013, em vérias regides, com
maior frequéncia em algodao, soja e milho, o que explica a ocorréncia de hibridos entre
as duas espécies desde 2013 (Anderson et al., 2018; Valencia-Montoya et al., 2020).

Portanto, pelo menos no Brasil, os agricultores convivem com esses hibridos (embora os
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dados sugiram uma proporcao baixa) ha algum tempo, sem mudancas substanciais no
manejo de pragas. De fato, desde a deteccdo de H. armigera no Brasil, em 2013 (mesmo
com a presenca de hibridos), acdes emergenciais para seu controle tém priorizado a
disseminacéo e 0 uso de métodos associados ao MIP, para que 0s produtores possam
gerenciar as culturas de forma sustentavel, mesmo nas culturas mais seriamente atacadas,
como algodéo, soja e milho. Em grande parte, essa estratégia tem se mostrado altamente
positiva, com reducdes populacionais mesmo com o declinio do uso de inseticidas
(Specht et al., 2021).

Nossos resultados laboratoriais, considerando condi¢cGes de restrigdes
reprodutivas para cruzamentos interespecificos, com maior sucesso para multiplos casais,
explicam as evidéncias de uma explosao de hibridizacéo e introgressao generalizada entre
H. zea e H. armigera durante o surto de H. armigera em 2012-2013, e seu declinio
subsequente até 2017 (Valencia-Montoya et al., 2020), com o retorno das populacées de
ambas as espécies para baixos niveis populacionais (Specht et al., 2021). Neste ponto,
voltamos nossa atencéo para a necessidade de agdes de MIP que permitam a reducéo de
populacdes de ambas as espécies, reduzindo a probabilidade de cruzamentos
interespecificos, para prevenir ou retardar o surgimento e disseminacdo de novos ecotipos
agricolas probleméticos (Anderson et al., 2018), bem como a possibilidade de
introgressao de genes de resisténcia a inseticidas desde espécies exdticas até espécies
nativas (Valencia-Montoya et al., 2020).

Considerando que um agrossistema deve ser gerenciado de acordo com 0s
principios do MIP para manter o equilibrio natural, muitos aspectos da pesquisa basica e
aplicada sobre H. armigera e H. zea devem ser investigados, considerando cada espécie
de mariposa separadamente e sua interacdo em cada cultura ou sistema de cultura. Sdo
necessarias pesquisas sobre a acdo de inimigos naturais, incluindo predadores,
parasitoides e microrganismos (Alavo, 2006; Corréa-Ferreira et al., 2014; Luz et al.,
2018; Pereira et al., 2018) e seu potencial para repor as populacdes dessas lepidopteras
pragas. Os estudos devem incluir estratégias de controle bioldgico aumentado utilizando
a liberagdo inundativa ou inoculativa de espécies de controle de eficiéncia comprovada
(Manandhar e Wright, 2015; Olmstead et al., 2016), levando em consideragéo a
viabilidade econdmica de seu uso em determinada cultura ou sistema de cultivo.

Também é necesséria a avaliagdo do uso em larga escala de armadilhas de

feromonio para reduzir as densidades de Helicoverpa spp. interrompendo o acasalamento
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(Quero et al., 2001; Berg et al., 2014; Benelli et al., 2019; Burgio et al., 2020),
especialmente em culturas de alto valor. No entanto, a recente detecgdo de diferencas
geograficas na comunicacdo sexual em H. armigera indica a necessidade de avaliacdes
locais de feromdnios de mariposas fémeas e respostas masculinas para garantir o
monitoramento efetivo dessas espécies (Gao et al., 2020) e seus hibridos (wang et al.,
2005).

E necessario desenvolver estudos que permitam que imaturos (especialmente
ovos e larvas) sejam distinguidos morfologicamente, para permitir 0 monitoramento
continuo dos niveis populacionais de imaturos, e minimizar ou, se possivel, evitar
inteiramente o0 uso de ingredientes ativos para 0s quais a resisténcia ja foi detectada
anteriormente em qualquer uma das duas espécies, e usar apenas inseticidas que visam
uma praga especifica. Por exemplo, foram relatadas falhas no controle da H. armigera
devido a resisténcia a piretrdides e diamidas. Estes inseticidas mostraram que devem ser
usados apenas contra infestacOes de H. zea.

Dada a histéria de tolerancia e resisténcia dos representantes de Helicoverpa,
especialmente H. armigera aos xenobidticos, é extremamente importante estudar a
evolucdo das respostas dos hibridos e seus pais a diferentes inseticidas e toxinas
disponiveis nas culturas transgénicas. Isso permitird um manejo adequado das populagdes
e sua resisténcia.

E importante entender o efeito dos cultivos (incluindo cultivos de cobertura) que
podem formar uma "ponte verde" para uma ou ambas as espécies na entressafra e nao
devem ser plantadas (Favetti et al., 2017). No caso de culturas irrigadas ou de inverno,
variedades que ndo expressam toxinas Bt poderiam ser usadas entre as estacdes de cultivo.

Considerando a ampla gama latitudinal das Américas, com 0s ecossistemas mais
diversos, muitos dos quais foram modificados para apoiar a agricultura, incluindo o
cultivo de plantas hospedeiras de ambas as espécies, estudos sobre diapausa séo
essenciais para as especies durante o inverno (Phillips e Newsom, 1966; Souza et al.,
1995; Liuetal., 2010; Mironidis et al., 2010; Morey et al., 2012) e verdo (Liu et al., 2006).
Programas mensais de monitoramento com feroménios ou armadilhas de luz ultravioleta
(Specht et al., 2021; Olmstead et al., 2016) devem ser avaliados em areas com diferentes
condigdes climaticas e em diferentes latitudes, principalmente nas Americas onde as duas

espécies coexistem. Se ocorrer diapausa, agdes de manejo devem ser iniciadas para
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reduzir o nimero de pupas em diapausas no solo e evitar que um grande numero de
mariposas surja na primavera seguinte.

Estudos de estratégias de manejo com o objetivo de minimizar ou prevenir o
acasalamento entre essas duas espécies devem levar em conta sua alta mobilidade e a
possibilidade de migracdo na primavera e outono em areas com condigdes climaticas
desfavoraveis, especialmente em latitudes mais elevadas (Hendrix et al., 1987;
Westbrook et al., 1997; Olmstead et al., 2016; Leite et al., 2017; Gongalves et al., 2019;
Jones et al., 2019; Dourado et al., 2021; Haile et al., 2021). A capacidade dessas
mariposas de viajar longas distancias dentro de alguns dias torna especialmente dificil
usar estratégias de manejo local e regional para manter seus niveis populacionais em
equilibrio e minimizar a possibilidade de cruzamentos interespecificos. No Brasil, por
exemplo, o frio de inverno e a alta umidade no sul praticamente excluem essas mariposas,
e a estacdo seca de aproximadamente seis meses no centro-oeste também as dificulta. No
entanto, nessas mesmas areas hd "ilhas verdes" ou pontes verdes caracterizadas
especialmente por areas irrigadas onde culturas de alto valor comercial e altamente
atraentes para uma ou ambas as espécies sao cultivadas, como milho, trigo, grdo-de-bico,
feijao e todos os tipos de vegetais.

Os estudos devem focar no desenvolvimento de estratégias onde as plantas
hospedeiras preferidas de H. armigera e H. zea sdo cultivadas em diferentes épocas do
ano para escalonar os periodos reprodutivos das duas espécies e reduzir a probabilidade
de hibridizacdo. No Brasil (Gao et al., 2020; Wang et al., 2005) como em outros locais
como o sul dos EUA, o milho (especificamente o estagio de milho fresco ou enchimento
de grdos) é um hospedeiro preferencial de H. zea (Hardwick, 1965; Martin et al., 1976;
Rhino et al., 2014; Haile et al., 2021), embora na fase de maturacdo do milho, as
mariposas se dispersem para outras culturas, incluindo soja e algoddo (Hardwick, 1965;
Terry et al., 1987a; Terry et al., 1987b; Head et al., 2010). Esse comportamento pode
diferir em locais ou condicGes especificas, como observado nos campos de algodéo e soja
nos EUA, onde populagdes de H. zea foram relatadas como pragas graves (Tipping et al.,
2005; Luttrell e Jackson, 2012; Swenson et al., 2013). Outro fator é que as populacGes de
H. armigera tendem a ser muito frequentes em soja e algoddo (Sosa-Gomez, 2016) e
menos comuns no milho (Arnemann et al., 2019). Essas informacdes podem ser Uteis para
gerenciar a prevaléncia de cada espécie, especialmente em sistemas intensivos de cultivo,

onde plantas hospedeiras preferidas podem ser cultivadas simultaneamente ou
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alternadamente. Este Ultimo cronograma poderia servir para alternar o ciclo de vida das
mariposas para que ambas as espécies ndo estejam ativas a0 mesmo tempo. Entre as
estratégias mais eficazes estdo a desocupacao, alternacdo ou reagendamento de datas de
semeadura de acordo com o contexto paisagistico total, e 0 uso de diferentes culturas para
interromper o desenvolvimento da resisténcia, dependendo da sazonalidade das
populacbes (Paula-Moraes et al., 2017; Specht et al., 2021). Essas estratégias poderiam
minimizar a possibilidade de encontros entre as espécies, apesar de sua alta mobilidade.
Da mesma forma, deve-se tomar cuidado em areas onde plantas hospedeiras, como o
tomate, a hospedeira preferida da H. armigera (Michereff-Filho et al., 2021), e o milho,
0 hospedeiro preferido de H. zea (Dourado et al., 2021; Haile et al., 2021), s&o cultivados
continuamente ao longo do ano, como visto em areas que abastecem grandes centros
urbanos no Brasil com tomate fresco e milho doce para consumo humano.

Os resultados deste estudo, juntamente com informac6es de outras publicagdes,
demonstram a complexidade das interagdes e possibilidades a partir da hibridizacdo de
duas espécies, tanto biologicamente quanto aplicadas a agricultura. Os resultados deste
estudo representam as possibilidades para apenas uma populacdo de H. armigera e uma
de H. zea. Portanto, é possivel que em todas as Américas, onde ha populacdes de H.
armigera com maltiplas origens encontrando populacées de H. zea com alta diversidade
genética, essas interacfes sejam expandidas e intensificadas. Diante disso, para adiar ou
reduzir as chances de hibridizacao, devem ser feitos esfor¢os para manter as populacoes

das duas espécies em equilibrio.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir das repostas obtidas nas investigacdes presentes nos capitulos, observou-
se que, de fato, o cruzamento entre as espécies H. armigera ¢ H. zea produzem
descendentes férteis, e que apesar da hibridizacdo ser um assunto relevante para a
agroeconomia apresenta ainda topicos pouco investigados. Esse estudo apresentou a
distribuicao das espécies durante um surto populacional, confirmando sua interagdo e
possibilidade de hibridizagdo, que foi confirmada em cruzamentos sob condigdes
controladas, sendo os hibridos dos cruzamentos, intercruzamentos € retrocruzamentos
caracterizados com relacao ao seu desenvolvimento.

No primeiro capitulo, a quantificacdo dos niveis populacionais de H. armigera e
H. zea durante o grande surto (safra 2012/2013) na regido oeste do Estado da Bahia e a
pesquisa sobre as variagdes populacionais de H. armigera e H. zea ao longo de cinco
safras (2012/2017) no Distrito Federal, nos permitiu observar que os surtos constituem
eventos que maximizam 0s cruzamentos entre H. armigera e H. zea, possibilitando a
hibridizacdo no campo, que a possibilidade de fluxo genético sugere diante da abundéncia
e prevaléncia de ambas as espécies possiveis interferéncia nos niveis de introgressao nos
hibridos. Esses fatos levam a crer que caracteristicas importantes para 0 manejo de pragas,
como a aptidao ambiental (baixa suscetibilidade a doencas, resisténcia a inseticidas, altas
taxas de sobrevivéncia, entre outros), também podem ser afetadas. Nesse contexto, deve-
se recomendar a necessidade da adocdo de programas de Manejo Integrado de Pragas
(MIP) para manter as populacdes desses insetos pelo menos no nivel de equilibrio,
reduzindo as chances de cruzamentos interespecificos.

No segundo capitulo foi abordada a viabilidade e o desenvolvimento dos hibridos
interespecificos e seus retrocruzamentos, através de uma avaliagdo comparativa dos
parametros biologicos. Observou-se que os hibridos apresentaram aproximadamente
metade da fertilidade de seus pais e o surgimento de fémeas estéreis originadas do
cruzamento fémeas de H. armigera com machos de H. zea. Porém, durante o
desenvolvimento dos imaturos foi constatada a existéncia de heterose e evidenciado vigor
hibrido onde a maioria dos descendentes dos cruzamentos apresentava taxas de
sobrevivéncia iguais ou superiores aos tipos parentais. As taxas de sobrevivéncia
relativamente mais altas ¢ particularmente importante em cenarios onde os hibridos

podem ter vantagens adicionais como maior resisténcia, agressividade, precocidade no
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desenvolvimento, dentre outros aspectos. Os resultados do nosso estudo estabelecem que
a introgressao génica entre H. armigera e H. zea e sua perpetuagdo em cruzamentos €
retrocruzamentos ocorrem de fato, assim a hibridizacao de H. armigera com H. zea pode,
a longo prazo, formar individuos cada vez mais competitivos e bem adaptados.

Assim, em relagdo as pesquisas que envolvem a existéncia e desenvolvimento de
hibridos de H. armigera e H. zea, evidenciou-se a ocorréncia de hibridos com
caracteristicas de heterose positiva apesar de terem taxa de fertilidade inferior as espécies
parentais, apresentando indicios de desenvolvimento larval mais rapido que os parentais,
dados de sobrevivéncia, fecundidade, desenvolvimento larval e outros caracteres de
analise com importancia para os estudos da biologia ¢ da ecologia das espécies H.
armigera, H. zea e seus hibridos. Estudos de identificagdo dos hibridos e estratégias de
manejo adequado nas populacdes naturais devem ser otimizados para lidar com os riscos
fitossanitarios, uma vez que mesmo mantendo sua identidade especifica no decorrer do
tempo, os hibridos ao longo das geragdes podem sofrer introgressdes adaptativas
tornando-se insetos praga com maior aptidao e vigor do que seus parentais H. armigera
e H. zea.

Como desdobramentos ¢ estudos futuros, sobretudo com os materiais € novas
perguntas geradas durante o desenvolvimento dessa tese, avalia-se a possibilidade,
especialmente de estudos complementares envolvendo aspectos da morfologia e genética.

Com relagdo a morfologia destacam-se perguntas relacionadas a diferenciac¢do do
desenvolvimento imaturo onde pretende-se detalhar aspectos relacionados a
sobrevivéncia, nimero de instares, duracdo dos estadios, peso pupal e caracteristicas
larvais e pupais comparando parentais e hibridos de ambos os sexos.

Com relagao aos adultos destacam-se possibilidades relacionadas a diferenciagao
morfoldgica de mariposa, comparando-se os parentais e hibridos por meio de morfometria
geométrica. Se for possivel diferenciar mariposas de H. armigera, H. zea e seus hibridos
produzidos em laboratério, comparando com individuos em campo, possivelmente seja
viavel o desenvolvimento de algoritmos para a diferenciacdo dos adultos, sem a
necessidade de andlises de genitalia e/ou molecular que sdo onerosas com relacdo a
recursos financeiros, humanos e de tempo.

Também, de posse de todo o material bioldgico ressalta-se a grande oportunidade
de realizar estudos moleculares para caracterizar os parentais e hibridos, especialmente

com relagdo as informagdes ou grupos de informagdes que sdo
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compartilhadas/transmitidas nos cruzamentos, intercruzamentos e retrocruzamentos.
Estas informag¢des poderdo subsidiar respostas quali-quantitativas de como as
caracteristicas sao herdadas durante os processos de hibridizagdo. Desses resultados
poderdo ser avaliados mecanismos de introgressao e perpetuacao de genes relacionados
a diferentes caracteristicas como a resisténcia a determinados produtos quimicos ou
bioldgicos, subsidiando a¢des para o Manejo Integrado de Pragas e Manejo Integrado de

Resisténcia.
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Abstract

The first detection of Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) in Brazil pointed to a gloomy future for South
American agriculture in the 2012/2013 harvest, and insecticide sales increased exponentially during 2013 and 2014. However,
after this outbreak, the population of this insect returned to manageable levels. This study documents data on H. armigera moth
collection using light traps during the outbreak in two locations: (a) western region of the state of Bahia, including population
levels of H. armigera and main noctuid pests during the big outbreak (February and March 2013); (b) Federal District, including
monthly data for five growing seasons (July 2012—June 2017). During the outbreak, an average of 527.3 moths were collected per
trap (cotton crop, March) in the western region of Bahia each night, while the maximum average in the Federal District was 75.4
moths (January). The number of moths decreased in the following growing seasons, and in October 2016, the maximum number
was 2.8 moths per trap. Aspects related to the variations of H. armigera and Helicoverpa zea (Boddie) populations, including the
study of phenology and relationship with climatic factors and Oceanic Nifio Index, were analyzed and discussed. All aspects are
approached to contribute to the management of lepidopteran pests, especially H. armigera, in the productive systems of the
Brazilian Cerrado.

Keywords Biological invasion - climatic factors - ENSO - integrated pest management - long time-series study - population
variations

Introduction

Insect outbreaks are very well documented in scientific litera-
ture (Barbosa et al. 2012) and include several fossil records,
especially from the Holocene Epoch, within the last
11,000 years (Labandeira 2012). Insect outbreaks may occur
in both natural and anthropogenic environments, where biotic
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and abiotic conditions favor insect development and reproduc-
tion, or in situations where the control of their populations is
limited (Barbosa et al. 2012). In cases of introduction of exotic
insects into a new environment, mainly when it offers appro-
priate food resources, the outbreak is imminent due to a lack of
natural enemies and a lack of proper regulation methods,
which occur in their center of origin; otherwise, the outbreak
would be prolonged (Haye et al. 2010; Letourneau 2012;
Pereira et al. 2018).

Outbreaks of owlet moths have been well known and doc-
umented worldwide (Luginbill 1928; Crumb 1929; Haggis
1996). Among the most economically important species with
frequent outbreaks is Helicoverpa armigera (Hiibner), which
in its natural occurrence sites has been repeatedly observed in
several crops, especially in favorable climatic conditions or
under inappropriate management approaches (Farrow and
McDonald 1987; Forrester et al. 1993; Qin et al. 2003a;
2003b; Zalucki and Furlong 2005; Chaturvedi 2007;
Keszthelyi et al. 2013; Gutierrez et al. 2015; Gutierrez 2018).
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Abstract

BACKGROUND: The invasion of Helicoverpa armigera (Hiibner) (Lepidoptera: Noctuidae) into the New World has made it possi-
ble for this pest to hybridize with a native American species, H. zea (Boddie), under natural conditions. We investigated the via-
bility and development of hybrids of these two Helicoverpa species. We reared the parental species and evaluated crosses
between H. armigera males and H. zea females and vice versa, two intercrosses between hybrids, and eight backcrosses between
hybrids and parental species. We estimated the length of immature stages, fecundity, survival, sex ratio, and heterosis.

RESULTS: Although hybridization occcurred, with heterosis during the development of immatures, reproductive incompatibil-
ities also were observed between the parental species and between hybrids from subsequent crosses. The interspecific crosses
between hybrids and backcrosses confirmed the possibility of introgression events and their perpetuation in field populations.
The results indicate that hybridization events are favored at high population levels, while at low population levels the ‘species
identities’ will be maintained.

CONCLUSIONS: The possibility of interspecific gene flow and its perpetuation through successive crosses and backcrosses sug-
gests several recommenations for management. Populations of both species should be maintained at an equilibrium level to
reduce the chance of interspecific crosses, which are presumably more likely to occur during pest outbreaks. The existence
of hybridization and resistance to different active pesticide ingredients should be monitored. All practices related to managing
the resistance of these pests to chemical and biological insecticides should be systematized to reduce the chance of selecting
for resistant individuals.

© 2021 Society of Chemical Industry.
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introgression and heterosis, as well as gene perpetuation in
hybrids compared to the parental species, are important attri-
butes that have not been examined in Helicoverpa.

In this study, we addressed the viability and development of
interspecific hybrids between H. armigera and H. zea and their

1 INTRODUCTION

The genus Helicoverpa is part of a recent monophyletic clade that is
successful in all terrestrial environments except the polar regions.'™
Because of the recent origin of the corresponding lineages, especially
this genus, the species share similarities to the point of allowing inter-
specific crosses, with the formation of fertile hybrids.>™"" The hypoth-
esis of a recent speciation of H. zea in the Americas from a population
of H. armigera that migrated in the distant past is related to the
genetic proximity of these species'? and is supported by the occur-
rence of interspecific hybridization under laboratory conditions.®2
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interspecific mating in natural conditions.

The economic importance of both species, especially particular
attributes such as resistance to insecticides®*2° and Bt toxins,*’
suggests that hybridization between H. armigera and H. zea in
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overlapping areas increases the opportunity for the emergence
and spread of novel, agriculturally problematic ecotypes through
the Americas.®® The reproductive success associated with
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