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RESUMO GERAL

O milho é hospedeiro de um grande nimero de artrépodes-praga, a exemplo da lagarta-do-
cartucho do milho e das lagartas das espigas. No caso do milho doce, alternativas para manejo
desses grupos de pragas nao estdo disponiveis ou sdo escassas. Em relacdo as lagartas das
espigas, a entrada recente da espécie Helicoverpa armigera no Brasil adicionou ainda mais
complexidade ao manejo desse grupo de pragas. Desta forma, este trabalho avaliou a influéncia
da aplicacdo de fosfito de potéssio, em plantas de milho doce, bem como a influéncia da
aplicacdo topica sobre a lagarta-do-cartucho do milho, e determinou a diversidade genética de
populagdes de Helicoverpa spp. de origens distintas. Ensaios foram realizados com a utilizacéo
de solucdes a base de fosfito de potassio 00-40-20, nas concentragdes de 2, 4 e 6 L por hectare,
além da testemunha (a4gua). Plantas da variedade Doce Cristal foram infestadas com lagartas
neonatas sendo avaliado, em ensaios distintos, a sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera
frugiperda pela aplicacdo topica, seu desenvolvimento (comprimento corporal, largura da
capsula cefalica e peso corporal), niUmero e peso das pupas obtidas, viabilidade da fase larval e
pupal, razdo e propor¢do sexual e os teores foliares de macro e micro nutrientes acumulados
pelas plantas. No caso dos estudos de divergéncia genética, 12 populacdes de lagartas de H.
armigera e Helicoverpa zea provenientes das regides Centro-Oeste, Sul e Sudeste do Brasil
tiveram seus DNAs extraidos seguida da busca por diferencas genéticas entre as populactes
utilizando-se uma colecéo de 100 pares de oligonucleotideos iniciadores decameros (primers)
de sequéncia arbitraria do RAPD-PCR. A pulverizacéo de fosfito de potassio alterou a razéo
sexual de S. frugiperda com menor producdo de machos, sendo esse efeito mais marcante nas doses
de 2 e 6 L por hectare. A aplicacdo topica de doses crescentes de fosfito de potassio aumentou a
mortalidade de lagartas de segundo instar de S. frugiperda. O uso de fosfito de potassio alterou os
teores foliares de fosforo, enxofre, célcio e boro. Os resultados das analises de agrupamento
utilizadas foram concordantes em formar trés grupos populacionais de Helicoverpa spp.: um
grupo contendo seis populacdes de H. zea e uma de H. armigera, outro formado por duas
populagdes de H. armigera e um terceiro composto por duas populagdes de H. armigera e uma
de H. zea. Foi observado baixa diversidade genética entre as populagdes de H. zea, sendo oposto

ao que foi verificado entre as populagdes de H. armigera.

Palavras-chave: Zea mays, Spodoptera frugiperda, Helicoverpa spp.



ABSTRACT

Corn is infested by a great number of arthropod-pests, including the fall armyworm and the corn
earworms. Concerning sweet corn, many existing alternatives to manage these pests in common
corn are still not available. Also, in face of the recent detection of H. armigera in Brazil, managing
this group of pests became even harder. Hence, the objective of this study was to evaluate the
influence of the application of potassium phosphite on sweet corn plants, as well as the influence
of topical application over fall armyworm, and to assess the genetic diversity of Helicoverpa spp.
populations collected in different regions. Bioassays were run with solutions of potassium
phosphite 00-40-20, at the following concentrations: 0, 2, 4 and 6 L/ha. Sweet corn variety Doce
Cristal was infested with caterpillars reared on artificial diet being evaluated, in different
bioassays, the larval survival of Spodoptera frugiperda after the topical application, the
development (width of head capsule, body size and weight), number and weight of the pupae
obtained, larval and pupal viability, sexual ratio and the quantification of the foliar macro and
micronutrients content in sweet corn plants. In the case of genetic divergence, twelve populations
of H. armigera and Helicoverpa zea from Central part, South and Southeast of Brazil had their
DNA extracted followed by the search of genetic differences among them by using a collection of
100 pairs of primers of RAPD-PCR. The pulverization of potassium phosphite changed the sexual
ration of S. frugiperda resulting in less males, being this effect more remarkable on the treatments
of 2 and 6 L per hectare. The topical application of increasing doses of potassium phosphite
enhanced the mortality of second instar caterpillars of S. frugiperda. The use of potassium
phosphite changed the foliar content of phosphorus, sulfur , calcium and boron. The results from
all employed cluster analysis were similar, providing three major groups of Helicoverpa spp.: the
first composed by six populations of H.zea and one of H. armigera; the second formed by two
populations of H. armigera and the third with two H. armigera and one H zea populations. It was
detected low genetic diversity among H. zea populations, the opposite being noticed among H.

armigera populations.

Key-Words: Zea mays, Spodoptera frugiperda, Helicoverpa spp.



Sumario

1. INTRODUGAO GERAL .....ooiiiieiiieiieiess sttt 1
2. OBUIETIVOS ...t bbbttt bbb bbbt ettt bbb b b 3
2.1. OBIETIVO GERAL ...ttt e e nae e e 3
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt tess st enas st 3
3. REVISAO DE LITERATURA ..ottt eeeees e ses s este s tenas s s st asnens 4
3.1. Manejo integrado de pragas: a abordagem que agrega e incorpora diferentes métodos de
(0101011 (0] =TSRSS 4
3. 2. O MIINO UOCE ...t e e e reesbe e e e s e nreeneeenee e 5
3.3. Artropodofauna do MilN0 AOCE............ccueiiiiieie e 7
3.4. A lagarta-do-cartucho do MilN0 ........c.coviiiiieii e 8
3.5. Fosfito de pot&ssio € 0 atagque de Pragas ........oceoeeeereieerienieese e 10
3.6. AS 1agartas das ESPIGAS ......cviieeireeieiee it ere st e et e s ettt ns 13
3.7. Divergéncia genética de Helicoverpa spp. (Lepidoptera: Noctuidae) .........ccccceeeverueenee. 17
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......oooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo ten e 19
5. FOSFITO DE PQTASSIO AFETANDO O DESEMPENHO DA LAGARTA-DO-
CARTUCHO E O ACUMULO DE NUTRIENTES PELO MILHO-DOCE..........cc.cccvvreneen. 36
5.1 RESUMO ...ttt bbbttt e bt st nreens 36
5.2 INTRODUGAOD ....ooooeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 37
5.3. MATERIAL E METODOS ...ttt en e 39
5.3.1. Condigdes gerais de eXPerimentaCao ..........ccueverierrererierieriesieeeeee e 39
5.3.2. Bi0l0gia 00 INSELO.......ueiuiiieeiieieie sttt bbbttt 39
5.3.3. Efeitos da aplicacdo tdpica de fosfito de potassio sobre a mortalidade da lagarta-do-
(o= V(0T g o I (o N 1 41 1 T USRS 41
5.4.1. BiOlOgIa 0O INSELO ....c.veiiiiieiieieie ettt 42
5.4.2. Aplicacdo topica de fosfito de POtASSIO........cervreriieiriieece s 52
5.5. CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS .......ouoeveeeveieeeeeeeeeeeee e 53
5.6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......c.oviviiiiierieieiess e 55
6. DIVERGENCIA GENETICA DE POPULACOES DE LAGARTAS DA ESPIGA........... 61
B.1. RESUMO ... oottt 2esteste et esbeste st e b e b e e se e s e e aenbentestesteereans 61
B.2. INTRODUGAD ....ooooeeeeeieeeeeeeee et eses s 62
6.3. MATERIAL E METODOS ......ooiviiiiiriieieieicie s 63
5.6.1. POPUIAGDES ...ttt bbbttt bbb 63

5.6.2. EXIragho e DINA ... .ottt bt 64



5.6.3. Marcadores do tip0 RAPD-PCR .........ccoeiiiiecieie e 65

5.6.4. Analise da divergéncia geNELICaA........ccecvverieiiiiiere e 66
B6.4. RESULTADOS .......ooouiieieetees ettt sttt n sttt 67
B.5. DISCUSSAD. ..ottt ettt sttt ettt s sttt en e 71
6.6. CONCLUSOES. ...ttt ettt 73

6.7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccoooiiiiieeieeeieseeee e 74



1. INTRODUCAO GERAL

O milho doce (Zea mays L. grupo saccharata) pertencente a familia Poaceae ou Graminae,
tribo Maydeae é bem proximo do milho convencional. A maior parte do milho doce cultivado
destina-se a comercializacdo processada, podendo ainda ser destinado ao consumo in natura como
milho verde. Os remanescentes da cultura, apos a colheita, podem ser usados na producao de etanol
ou na alimentacdo animal (TEIXEIRA et al., 2001; OKUMURA et al., 2013).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, ficando atras apenas dos Estados
Unidos e da China (USDA, 2016). No Brasil, a regido Centro-Oeste é a maior produtora, com o
estado do Mato Grosso respondendo pelo maior montante produzido e o Distrito Federal pela
maior produtividade (BRASIL, 2015). Vale destacar ainda que a maior producdo de milho doce é
proveniente de Goias (MAGGIO, 2006).

Parte dos fatores que desviam a producdo obtida da esperada séo as perdas provenientes do
ataque de artrépodes-praga. Deste modo, a utilizacdo de técnicas mais eficientes de controle, que
minimizem a utilizacdo de produtos ofensivos ao meio ambiente e sejam sustentaveis do ponto de
vista econdmico sdo critérios imprescindiveis na atual agricultura (TILMAN et al., 2002). Neste
contexto, 0 manejo integrado de pragas (MIP) que consiste em uma filosofia de controle destinada
a manter as populac6es de pragas abaixo do nivel de dano econémico, empregando, para este fim,
maultiplas taticas que sejam compativeis entre si e que contribuam para a conservacéo da qualidade
ambiental constitui-se em uma abordagem compativel com essa necessidade (KOGAN, 1998). De
acordo com esse conceito do MIP, o agroecossistema deve ser enxergado e manejado, tanto quanto
seja possivel, de maneira plena e ndo como o resultado de partes ou sub-sistemas fracionados.

Desta forma, no agroecossistema do milho doce, especial atencdo deve ser dada as lagartas
desfolhadoras e das espigas, tendo em vista que a cultura tende a ser mais atacada devido a pequena
disponibilidade de cultivares no mercado e a composicéo diferenciada dos seus graos, tornando-
o0s mais suscetiveis (TRACY, 2001; SHARMA & BAJRACHARYA, 2006; KARIC & FESTIC,
2010; SHELTON et al., 2013).

No caso das lagartas desfolhadoras, especial destaque deve ser dado a lagarta-do-cartucho
do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). As lagartas dessa espécie
podem atacar o milho desde a fase de plantula até a fase reprodutiva, alimentando-se, inicialmente

do limbo das folhas do cartucho, podendo atacar ainda as espigas, em ocorréncia tardia



(CRUZ,1995; VALICENTE et al., 2004). Normalmente, o controle dessa praga € feito através da
pulverizacdo de inseticidas (STORCH et al., 2008) ou do cultivo de plantas geneticamente
modificadas incorporando as toxinas da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) (FERNANDES et al.,
2003). Todavia, ndo existe no Brasil, materiais de milho doce que incorporem as toxinas Bt. Desta
forma, alternativas de manejo devem ser buscadas, a exemplo de produtos que, mesmo que nao
causem intoxicacdo aguda nos insetos, possam desencadear respostas deletérias na sua biologia.

Nesse aspecto, os sais do acido fosforoso (HsPOs) conhecidos como fosfito (THAO &
YAMAKAWA, 2009) sdo efetivos na supresséo de diversas doencas causadas por fungos (SALA
et al., 2004; LOVATT & MIKKELSEN, 2006; COOK et al., 2009) bem como possuem acgdo
deletéria sobre diversos artropodes, incluindo alguns mastigadores e sugadores (PATTERSON &
ALYOKHIN, 2014; VENTER et al., 2014). Todavia, ndo existem relatos de trabalhos que ja
tenham avaliado a acéo do fosfito sobre artrépodes-praga do milho.

Outro grupo de pragas de consideravel relevancia para o milho e, em especial para o milho
doce, sdo as lagartas-da-espiga pertencentes ao género Helicoverpa (Lepidoptera: Noctuidae).
Essas pragas concentram o seu ataque nas espigas, apesar de também poderem atacar outras partes
da planta. A alimentacdo causa deformac6es ou podriddes nas estruturas atacadas e pode levar a
queda das mesmas (CUNNINGHAM et al., 1999; POGUE, 2004; TAY et al., 2013).

No Brasil, até o ano de 2013, Helicoverpa armigera Huibner (Lepidoptera: Noctuidae) era
considerada uma praga quarentenaria A1, sendo que os primeiros relatos desta praga no pais foram
realizados por Czepak et al. (2013), Specht et al. (2013) e Tay et al. (2013). Este fato pode ser
considerado critico para o agronegocio do Brasil devido as varias caracteristicas do inseto que
tornam seu manejo dificultado e podem alterar sua estrutura populacional bem como o fluxo
génico entre populagdes (ZALUCKI et al., 2012; BEHERE et al., 2013).

Inferéncias sobre a estrutura genética e o fluxo génico entre populacdes e subpopulacdes
brasileiras de Helicoverpa podem ser extraidas através do uso de marcadores moleculares
(MASTRANGELO et al, 2014). Isto porque a compreensdo da variabilidade genética entre
populacdes de H. armigera e dessas populacdes em relagdo a H. zea torna-se essencial para antever
seu comportamento frente as diferentes estratégias e taticas do MIP, auxiliando na previsédo das
respostas aos principais métodos de controle empregados para 0 manejo desse grupo de pragas
(TAY etal., 2013; YENAGI et al., 2012; KHIABAN et al., 2010)



2.1.

2.2.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

a) Awvaliar a influéncia da aplicacédo de fosfito de potassio, em milho doce, sobre a lagarta-do-
cartucho do milho e o acimulo de nutrientes pelas plantas e determinar a diversidade

genética de populacdes de Helicoverpa spp. de origem distintas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar o efeito da aplicagdo de fosfito de potassio na biologia de S. frugiperda;

b) Determinar o efeito da aplicacdo de fosfito de potassio na composi¢do nutricional das
plantas de milho doce;

c) Determinar se existe fluxo génico entre populac@es de Helicoverpa spp.;

d) Avaliar a divergéncia genética das populacGes de Helicoverpa spp.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Manejo integrado de pragas: a abordagem que agrega e incorpora diferentes métodos

de controle

O manejo integrado de pragas (MIP), teve variadas procedéncias, bem como definigdes
(LEWIS et al., 1997). Durante o final do século X1X e inicio do século XX, na falta de pesticidas
eficientes, especialistas em protecdo de plantas basearam-se no conhecimento da biologia das
pragas aliado as praticas culturais para o desenvolvimento de multiplas estratégias de controle que,
de alguma forma, foram precursoras dos modernos sistemas de MIP (KOGAN, 1998).

A procura por uma definicdo perfeita para o MIP tem durado desde que foram estabelecidos
conceitos mais simples e menos amplos, como o controle integrado (STERN et al., 1959). O
consenso na definicdo é desejavel para ajudar na escolha de critérios de desempenho para as metas
de implementacdo do MIP em programas no geral. Assim, Kogan (1998) ofereceu uma sintese do
que parece ser atualmente aceito: 0 MIP é um sistema de suporte de decisdo para a selecdo e uso
de taticas de controle de pragas, isoladamente ou harmoniosamente coordenadas em uma estratégia
de manejo, fundamentadas em andlises de custo/beneficio que levam em conta os interesses e
impactos sobre produtores, sociedade e ambiente.

Desta forma, a combinacao de técnicas e recursos disponiveis utilizados no MIP, pressupde
0 emprego de diferentes métodos de controle, a exemplo do controle biolégico (SOARES et al.,
2014), controle quimico (DEGRANDE et al., 2012), controle comportamental (LIMA-
MENDONCA et al., 2014), resisténcia de plantas (RODRIGUES et al., 2012), medidas legislativas
(MATO GROSSO, 2002), e controle cultural (PATTERSON & ALYOKHIN, 2014), para manter
as populacgdes abaixo dos limiares de dano econémico.

Vale destacar que um programa de manejo de pragas é dindmico por defini¢do, incorporando
a todo instante os ultimos avancos obtidos pela pesquisa e traduzindo-os em tecnologias acessiveis
ao agricultor (KOGAN, 1998). Nesse aspecto, as novas abordagens devem ser avaliadas caso a
caso e incorporadas no manejo da praga na medida em que se mostrem eficientes em reduzir o seu
impacto sobre os cultivos.

Desta forma, estudos que avaliem o uso de fertilizantes especificos ou de novas formulacGes

de fertilizantes que, em casos especiais, desempenham papel deletério sobre artrépodes pragas e



doencas (LOVATT & MIKKELSEN, 2006; ARAUJO et al., 2008), se encaixam perfeitamente
nessa abordagem (KOGAN, 1998). Adicionalmente, o conhecimento da variabilidade genética de
populacdes de diferentes procedéncias pode permitir antever o seu comportamento frente aos
métodos de controle em uso (LEITE et al., 2014) no agroecossitema em quest&o.

3.2. O milho doce

O milho (Zea mays L.), ja utilizado pela maioria dos povos primitivos americanos, pertence
ao género Zea, tribo Maydea e familia Poaceae. A cultura é originaria da América Central e foi
domesticada no periodo compreendido entre 5.000-8.000 a.C., figurando hoje entre as espécies de
grande relevancia social e econdmica (ARAGAO, 2002).

O milho doce (Zea mays L. grupo saccharata) se destaca, entre os aproximadamente 250
cruzamentos catalogados da espécie Z. mays, como uma hortalica destinada, primordialmente, ao
consumo humano (TRACY, 2001). Sua comercializagcdo pode ser feita de diferentes formas:
enlatado, desidratado, in natura, congelado na forma de espigas ou grdos ou como minimilho, se
colhido antes da polinizacio (PEREIRA FILHO et al., 2003; ZARATE et al., 2009; LUZ et al.,
2014). Além disso, apds a colheita, as partes vegetais remanescentes da planta podem ser
aproveitadas como silagem, na alimentacdo animal (TEIXEIRA et al., 2001) ou na fabricacao de
etanol (GAO & ZHANG, 2014).

A cultura ocupa lugar de destague como uma das hortalicas mais consumidas nos Estados
Unidos e Canad4, possuindo consumo crescente na Asia e em varios paises da Europa. Entretanto,
no Brasil, ainda ndo existe o habito de consumir o milho doce in natura (PEREIRA FILHO et al.,
2003).

A producdo mundial de milho doce foi estimada em 9,18 milhdes de toneladas, em uma area
de 1,04 milhdes de hectares, sendo os Estados Unidos o principal produtor (SOUZA et al., 2013).
Apesar do Brasil ainda ocupar lugar de pouco destaque na producdo mundial de milho doce, o
aumento da demanda e da importancia desta hortalica, tanto no mercado nacional quanto para
exportacdo, tem gerado crescimento das areas de cultivo deste e o Brasil, como grande produtor
de milho, possui também um grande potencial para a producédo dessa espécie (BORDALLO et al.,
2005; KWIATKOWSKI & CLEMENTE, 2007). Dos 36 mil hectares cultivados no Brasil, 90%



sdo provenientes do estado de Goias, sendo praticamente a totalidade da producdo destinada ao
processamento industrial (BARBIERI et al., 2005).

Dessa forma, a exploracdo do milho doce pode se constituir em alternativa econémica, pois
suas caracteristicas atribuem cotacdes diferenciadas, tanto para os hortigranjeiros localizados
proximos aos cinturdes verdes das grandes metrépoles, quanto para os agricultores familiares que
produzem milho para o consumo in natura ou para aqueles que produzem em locais mais afastados
o milho destinado ao processamento industrial (ZARATE et al., 2009).

O sabor adocicado desse tipo especial de milho é proveniente de mutacGes que estdo ligadas,
na maioria das vezes, a diversos alelos recessivos, sendo os principais: shrunken-2 (sh2) localizado
no cromossomo 3, brittle (bt) no cromossomo 5, sugaryenhancer(se), sugary (su) e brittle-2 (bt2),
no cromossomo 4. Existe ainda o dull (du) no cromossomo 10, waxy (wx) no cromossomo 9, e
amilo extender (ae), no cromossomo 5 que, isoladamente ou em conjunto duplos ou triplos, séo
envolvidos na rota de biossintese de carboidratos no endosperma dos grdos impedindo a conversdo
de parte do actcar em amido (TRACY, 2001). Enquanto os genes do grupo super doce causam um
severo bloqueio na sintese do amido, o que resulta no acimulo de altos contetidos de agucar no
endosperma, os genétipos do grupo doce alteram o tipo e a quantidade dos polissacarideos do
endosperma e apresentam uma menor quantidade de amido quando comparados ao milho comum
(ARAGAO, 2002). Desta forma, nas cultivares de milho comum o teor de agucar fica em torno de
3% e o teor de amido varia entre 60 a 70%. O milho doce, por sua vez, tem de 9 a 14% de agUcar
e 30 a 35% de amido nos grdos e as variedades superdoces tém em torno de 25% de agUlcar e 15 a
25% de amido (PEREIRA FILHO et al., 2003). Essas diferencas na composicdo dos grdos ocorre
na fase de gréo leitoso, quando os grdos do milho doce tornam-se mais macios e com maiores
teores de acUcar, em relagdo ao milho verde comum (TRACY, 2001).

A despeito dos muito pontos promissores em relacdo ao cultivo do milho doce, a cultura
geralmente apresenta baixa produtividade, problemas na producao entre-safra, baixa resisténcia a
pragas e doencas e pequena disponibilidade de cultivares (TRACY, 2001; SHELTON et al., 2013).
Adicionalmente, o teor diferenciado de aclcares simples em detrimento dos carboidratos
complexos e a maior maciez dos grdos sao fatores predisponentes ao ataque de pragas (PARRA,
1991; SHARMA & BAJRACHARYA, 2006; KARIC & FESTIC, 2010), tornando seu manejo

mais complexo.



3.3.  Artropodofauna do milho doce

Os artrépodes associados ao milho doce sdo bastante semelhantes aqueles que infestam o
milho comum (PARENTONI et al., 1990). A principal diferenca esta relacionada a magnitude do
ataque dos artopodes-praga e as ferramentas disponiveis para o seu manejo. Tal situacéo € atribuida
ao fato do milho doce possuir pelo menos um dos oito genes mutantes que afetam a biossintese de
carboidratos no endosperma, resultando em maior acumulo de aclcares em detrimento de amido,
quando comparado ao milho convencional (PARENTONI et al, 1990; TRACY, 2001). Segundo
Parra (1991) alimentos ricos em carboidratos mais simples (pentoses, hexoses, di e trissacarideos)
sdo utilizados mais frequentemente e por uma maior diversidade de fit6fagos em comparacdo aos
alimentos ricos em carboidratos complexos (polissacarideos como 0 amido). Logo, essa condicao
incrementa o ataque de artropodes-praga, dificultando, ainda mais, 0 seu manejo. Adicionalmente,
tendo em vista que um dos usos propostos para 0 milho doce € o consumo in natura, 0 maior
ataque pode resultar na rejeicdo do produto final pelo consumidor, ja que Kwiatkowski &
Clemente (2007) afirmam que mesmo quando destinados a industrializacdo, apds a colheita, o
milho doce passa por um processo de sele¢do, em que sdo descartadas as espigas que apresentam
danos externos aparentes (brocas, machucaduras, podriddes).

Por outro lado, medidas de manejo que séo efetivas contra um importante grupo de pragas
dessa cultura, as lagartas desfolhadoras e as lagartas das espigas, possuem aplicabilidade restrita
no cultivo do milho doce. Dentre essas, cita-se 0 milho geneticamente modificado (GM)
incorporando as toxinas da bactéria B. thuringiensis, efetivas contra a maioria dos Lepidoptera-
praga que atacam o milho (FERNANDES et al., 2003). Atualmente, ndo existem relatos de
materiais brasileiros de milho doce incorporando essas toxinas em funcédo, principalmente, das
preocupac6es dos consumidores em relacdo a ingestao dessas toxinas e possibilidade de ocorréncia
de polinizacdo cruzada entre plantas GM e ndo GM, no que pese essa tecnologia ja estar disponivel
fora do Brasil (MONSANTO, 2015). Logo, essa medida de controle termina sendo de pequena
aplicabilidade para a cultura.

As principais pragas da espiga do milho doce sdo Helicoverpa (= Heliothis) spp.
(Lepidoptera: Noctuidae) e Euxesta sp.(Diptera: Otitidae). Esses insetos concentram seu ataque na
espiga, alimentando-se dos grdos em formacdo que sdo mais atrativos e suscetiveis ao ataque,

reduzindo o valor comercial do produto colhido (CRUZ, 2008).



Existem ainda desfolhadores e sugadores que causam problemas a cultura. No caso dos
desfolhadores, dependendo da magnitude da injaria, a diminuicdo do indice de area foliar pode
levar a queda na produgéo. Os desfolhadores mais comuns séo as vaquinhas e a lagarta do cartucho
(S. frugiperda), destacando-se que as vaquinhas podem atacar ainda o sistema radicular das
plantas. No caso dos sugadores (pulgdes e cigarrinhas), além de diminuirem a translocacao de
seiva e nutrientes, podem transmitir viroses as plantas (PARENTONI, 1990; ALMEIDA et al.,
2001). Como esse tipo de milho ainda é pouco explorado comercialmente, a disponibilidade de
cultivares incorporando resisténcia as doengas ainda € escassa (REIS, 2009).

A presenca de um grande numero de pragas e a disponibilidade de pdlen pelas plantas do
milho proporciona um ambiente adequado a presenca de diversos parasitoides e predadores, que
ajudam a controlar e a diminuir os danos causados pelas pragas (CIVIDANES & BARBOSA,
2001; CRUZ, 2004). Os parasitoides mais comuns encontrados no milho podem ser divididos em
parasitéides de ovos que sdo as vespinhas Trichogramma spp. (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
e Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Scelionidae), parasitoides de ovo-larva cujos
representantes sdo Chelonus insularis Cresson pertencente a familia Braconidae, parasitoides de
lagartas que sdo vespas membros das familias Ichneumonidae e Braconidae e parasitoides de
pulgdes também pertencentes a familia Braconidae. Os predadores mais comuns sdo as joaninhas,

crisopideos, tesourinhas, sirfideos e percevejos predadores (CRUZ, 2008).

3.4. Alagarta-do-cartucho do milho

O género Spodoptera é composto por varias espécies dentre as quais cerca de 15 sdo
consideradas pragas, incluindo S. frugiperda, S. eridania (Cramer) e S. exigua (Hubner)
(Lepidoptera: Noctuidae) (POGUE, 2002). A lagarta-do-cartucho do milho, S. frugiperda, €
considerada uma espécie polifaga, atacando diversas culturas economicamente importantes em
varios paises, além de se alimentar de hospedeiros alternativos (BARROS et al., 2010), tais como
o0 algoddo, o amendoim, a abdbora, a batata, a couve, o feijao, o sorgo, o trigo e o tomate (POGUE,
2002; CRUZ & MONTEIRO, 2004; NAGOSHI et al., 2007). Apesar da amplitude hospedeira, S.
frugiperda é considerada praga importante de plantas da familia Poaceae (gramineas)



(CAPINERA, 2008). Na sua fase larval, o inseto é considerado a principal praga do milho no Brasil
e nas Américas (PRACA et al., 2006; SILVA & PARRA, 2013).

Desde sua descoberta, ha mais de 200 anos, Vvarios surtos populacionais desta praga tém sido
relatados (SPARKS, 1979; CRUZ, 1995). No Brasil, um dos fatores que pode estar contribuindo
para a dificuldade no manejo de S. frugiperda € a grande oferta de hospedeiros ao longo do ano,
seja devido a sucessdo de culturas e de cultivos safra e safrinha (FIGUEREDO et al., 2006), seja
por causa da proximidade estabelecida entre cultivos comerciais potencialmente hospedeiros
(BARROS et al., 2010) ou de hospedeiros que germinam espontaneamente, tais como Digitaria
horizontalis Willd. e Brachiaria plantaginea (Link) (Hitchc) (Poaceae) (SANTIAGO et al., 2008).

A duracéo da fase larval de S. frugiperda € de 10 a 30 dias (SPARKS, 1979; CRUZ, 1995;
GIOLLO et al., 2002; ROSA et al., 2012) valor similar ao relatado para o milho doce (SANTOS
et al., 2003). O comprimento do corpo de uma lagartas de quinto instar pode chegar a 50 mm e a
largura da cépsula cefalica pode variar de 2,70 a 2,78 mm.

Concluido o periodo larval, e dependendo da textura do solo, umidade e temperatura, as
lagartas penetram no solo, onde se transformam em pupas, e permanecem neste estado por um
periodo de 7 a 37 dias (CRUZ, 1995). Periodos mais longos ocorrem em temperaturas mais baixas.
Existe relatos de fase pupal com duracdo média de 11 dias em gen6tipos de milho doce (SANTOS
et al., 2004) e de 9 dias para lagartas coletadas em arroz (GIOLLO et al., 2002).

Apos o periodo pupal ocorre a emergéncia dos adultos. As mariposas medem aproximamente
15 mm de comprimento e de 35 a 40 mm de envergadura, possuem coloracdo pardo-escura nas
asas anteriores e branco acinzentado nas posteriores, podendo apresentar longevidade em torno de
14 dias, com periodo de oviposicdo de 7 dias (SPARKS, 1979; CRUZ, 1995). No milho, este inseto
faz postura agregada e recoberta por uma densa camada de escamas, geralmente na face adaxial
das folhas onde podem ser encontrados de poucos a centenas de ovos (CRUZ, 1995; ROSA et al.,
2012).

Na cultura do milho, os ataques podem ocorrer desde a fase de plantula até a fase reprodutiva.
As lagartas, no inicio do seu desenvolvimento, raspam o limbo foliar das folhas jovens, deixando
apenas a epiderme membranosa, passando depois a atacar as folhas do cartucho, as quais podem
ser totalmente destruidas. O consumo proporcional das lagartas, do primeiro ao quinto instar, é
respectivamente de 0,1%, 0,6%, 1,1%, 4,7%, 16,3% e 77,2% (SPARKS, 1979). Nas ocorréncias

tardias, as lagartas atacam as espigas, destruindo o colmo e os gréos, favorecendo a ocorréncia de



patdgenos que causam podriddes (CRUZ, 1995; VALICENTE et al., 2004). Considerando que um
dos usos propostos para o milho doce é o consumo in natura, a maior suscetibilidade da cultura,
que resulta no incremento do ataque, pode condicionar a rejeicdo do produto final pelo
consumidor. Kwiatkowski & Clemente (2007) afirmam que mesmo quando destinado a
industrializacdo, ap0s a colheita, 0 milho doce passa por um processo de selecdo, ocasido na qual
sdo descartadas as espigas que apresentam danos externos aparentes (brocas, machucaduras,
podriddes).

Devido ao habito da praga, que é capaz de atacar todos os estagios de desenvolvimento do
milho, a reducdo no rendimento de grdos pode variar de 17,7 a 55,6% (SARMENTO et al., 2003;
CRUZ, 2008). Estima-se que as perdas ocasionadas a cultura do milho pela lagarta do cartucho
sejam responsaveis por mais de 25% dos prejuizos decorrentes do cultivo e pela maior parte dos
38,3 milhdes de ddlares gastos com pulverizagdes de inseticidas, resultando em um prejuizo anual
de aproximadamente 250 milhdes de délares (WAQUIL & VILELLA, 2003).

Os prejuizos da lagarta do cartucho a cultura do milho nédo estéo relacionados com a auséncia
de tratamento fitossanitario, pois o numero de aplicagdes de inseticidas tém aumentado ao longo
dos anos. No entanto, hd uma preocupacao crescente com o aumento da ocorréncia de populacbes
resistentes aos inseticidas (CARVALHO et al., 2013), bem como com a diminuicao da diversidade
dos inimigos naturais em conseqliéncia do uso indiscriminado de inseticidas (CLOYD &
BETHKE, 2011).

Visto que o desenvolvimento de novas moléculas inseticidas é um processo lento e oneroso
(PATTERSON & ALYOKHIN, 2014) e que produtos consumidos in natura necessitam de maior
atencdo quanto a qualidade visual e ao uso de agrotoxicos (JARDIM & CALDAS, 2012,
RIGOTTO et al., 2014), novas medidas de controle devem ser buscadas e podem desempenhar
papel fundamental no manejo integrado de pragas (ANDERSON et al., 2006).

3.5.  Fosfito de potéssio e 0 ataque de pragas

Os fosfitos, compostos oriundos do &cido fosforoso, contém maiores concentracdes de P
(39%) do que os fertilizantes tradicionais compostos por fosfato. Os sais de fosfitos sdo geralmente

mais soltveis do que os sais de fosfato e sdo produzidos pela neutraliza¢éo do acido fosforoso por
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uma base (hidroxido de sodio, hidréxido de potassio ou hidroxido de amonio) (COHEN &
COFFEY, 1986), podendo combinar com elementos como potassio, calcio, magnésio, aluminio,
manganés e zinco.

Estes compostos, provenientes do &cido fosforoso, se usados em concentragGes adequadas
ndo sao fitotoxidos e podem apresentar alta atividade fungicida na planta (COHEN & COFFEY,
1986).

Atualmente, varias formulacGes de fosfitos contendo macro e micronutrientes (K, Zn, Mn,
Ca e B) estdo sendo comercializadas no Brasil para uso em diversas culturas (SILVA et al., 2013;
ARAUJO et al., 2008; THAO & YAMAKAWA, 2009).

Os fosfitos sdo rapidamente absorvidos pelas folhas passando a ser translocados
sistemicamente via floema e xilema, embora ndo apresentem uma forma metabolizavel de fésforo
que permita acimulo na planta por mais de 150 dias (ARAUJO et al., 2010).

O fosfito, que é o ingrediente ativo do Phytogard® Potassio (Stoller do Brasil LTDA,
Campinas-SP), tem sido amplamente comercializado como fungicida, bioestimulador e como
fonte de P para as plantas (LOVATT & MIKKELSEN, 2006; ARAUJO et al., 2008; THAO &
YAMAKAWA, 2009; PATTERSON & ALYOKHIN, 2014). Seu uso como fonte nutricional é
controverso, ja que ndo existem evidéncias de que o fosfito possa ser utilizado como fonte de P
pelas plantas (FORSTER et al., 1998; VARADARAJAN et al., 2002). Entretanto, ha evidéncias
de que esses compostos podem desencadear a indugédo de resisténcia em plantas ao ataque de
pragas (PATTERSON & ALYOKHIN, 2014; VENTER et al., 2014). Apesar deste fato, o uso de
fertilizantes a base de fosfito como fonte de fésforo e visando aumento na produtividade das
culturas tem aumentado significativamente em atividades agricolas no Brasil, (WORDELL
FILHO & STADNIK, 2004; BLUM et al., 2007).

No que tange seu papel no controle de pragas, Lovatt & Mikkelsen (2006), Cook et al. (2009)
e Sala et al., (2004) verificaram que o fosfito mostrou-se eficiente no controle de doencas de
plantas, principalmente daquelas causadas por organismos do filo Oomycota, conhecidos por
oomicetos e incluindo Phytophthora sp., Bremia sp. e Pythium sp. O modo de acdo atribuido ao
produto, inclui toxidade direta ao patdgeno bem como inibicdo indireta do seu crescimento
mediante a estimulacdo das respostas do sistema de defesa do hospedeiro (DANIEL & GUEST,
2006). Acredita-se que tais produtos possam tanto atuar diretamente sobre os fungos pelo blogueio
da sintese de ATP e, indiretamente, pela indug&o de resisténcia (STADNIK & TALAMINI, 2004).
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Entre os fosfitos, o de potassio destaca-se por afetar mais o crescimento micelial de
diferentes espécies de Phytophthora e apresentar maior solubilidade, quando comparado a outros
produtos do grupo (OUIMETTE & COFFEY, 1989). O modo de agéo direto e indireto dos fosfitos
sobre Phytophthora cinnamomi foi relatado por Jackson et al. (2000), onde esses, em altas
concentragdes, atuaram como inibidores diretos do patdgeno e em baixas concentracdes foram
capazes de estimular a producéo de enzimas de defesa do hospedeiro, podendo ainda atuar sobre
vérias fases do ciclo de vida dos patogenos (WILKINSON et al., 2001). Segundo Coffey & Bower
(1984) e Wilkinson et al. (2001), as espécies de Phytophthora apresentam grande variabilidade
quanto a sensibilidade a estes produtos.

Em complemento a sua funcédo fungicida, o fosfito tem demonstrado atividade deletéria para
alguns artropodes. Alguns trabalhos detectaram acdo do produto sobre sugadores tais como 0s
tripes [Frankliniella spp.Thysanoptera: Thripidae], pulgéo do algodoeiro [Aphis gossypii Glover,
Hemiptera: Aphididae], mosca branca [Bemisia tabaci (Gennadius) Hemiptera: Aleyrodidae],
pulgdo do trigo [Diuraphis noxia (Kurdjumov) Homoptera: Aphididae] e desfolhadores tais como
Bucculatrix thurberiella Busck (Lepidoptera: Bucculatricidae) (COLLINS, 1993; VENTER et al.,
2014) e Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae) (PATTERSON &
ALYOKHIN, 2014).

Ainda, que pouca atencdo tenha sido dada a atividade inseticida do fosfito (FORBES &
ROSENHEIM, 2011; VENTER et al., 2014), sua dupla acéo fungicida e inseticida, bem como sua
baixa toxidade para vertebrados o tornam uma medida de manejo ideal para incorporagdo ao
manejo integrado de pragas (PATTERSON & ALYOKHIN, 2014).
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3.6. As lagartas das espigas

A ocorréncia impactante de lagartas tem aumentado nas diferentes regibes do Brasil,
especialmente nas culturas de milho, soja, feijdo e algoddo. Mesmo diante das particularidades de
cada regido, o relato mais frequente tem sido de ataques de lagartas do género Helicoverpa as
estruturas reprodutivas das plantas (SPECHT et al., 2013).

De acordo com relato de Specht et al. (2013) a caracteristica morfoldgica mais importante
usada na distingdo entre as espécies H. armigera e H. zea € aquela associada a genitalia dos machos
(formato da base do oitavo urosternito e presenga ou auséncia de um lobo simples na base da
vesica). Todavia, a amplitude de hospedeiros, além da magnitude e da natureza do ataque dessas
espécies sao consideravelmente distintas (CAMERON et al., 2001; FAURE et al., 2004; MELLET
et al., 2004; POGUE, 2004; SINGH et al., 2004; SPECHT et al., 2013; MURUA et al., 2014;
CABI, 2015), com consequentes desdobramentos sobre 0 manejo dessas pragas.

A espécie H. zea apesar de poder atacar culturas como o milho, o tomateiro, o algodoeiro, o
sorgo, a cebola, o alho, o feijoeiro, o quiabeiro, a soja, 0 girassol e algumas cucurbitaceas e
solananeas, no Brasil € praga importante no milho, principalmente no milho doce e no tomateiro,
adquirindo menor importancia nos demais cultivos (ZUCCHI et al., 1993; CABI, 2015). A praga
encontra-se amplamente distribuida pelo continente americano (América do Norte, Central e do
Sul, Caribe e Havai) (GILLIGAN & PASSOA, 2014), ocorrendo ainda no continente asiatico e
tendo sido interceptada no continente europeu (CABI, 2015).

Ja a espécie H. armigera é considerada como umas das principais pragas das culturas
agricolas do mundo, possuindo uma das mais amplas distribui¢fes geograficas e estando presente
na Europa (FAURE et al., 2004), Asia (SINGH et al., 2004), Africa (MELLET et al., 2004) e
Oceania (CAMERON et al., 2001). Recentemente, essa espécie também foi encontrada na
América do Sul, no Paraguai e na Argentina (MURUA et al., 2014; CABI, 2015).

Até 0 ano de 2013, H. armigera integrava a lista de pragas quarentenarias para o Brasil, de
acordo com a Instrugcdo Normativa no. 38, de 14 de outubro de 1999 (BRASIL, 1999). Nas safras
de 2011/2012 e 2012/2013, altas infestacGes de espécies do género Helicoverpa foram detectadas
em diferentes regides do Brasil, atacando cultivos principais e culturas de cobertura, resultando
em perdas significativas. Inicialmente presumiu-se tratar de ataque de H. zea, que ¢é

frequentemente encontrada na cultura do milho e do tomate no Brasil. Contudo, devido a grande
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variedade de cultivos atacados, a ocorréncia em altas populacGes, a magnitude das perdas causadas
e a reducdo na eficiéncia dos métodos de controle até entdo empregados, acreditou-se que poderia
se tratar de espécie distinta de H. zea. Desta forma, procedeu-se a caracterizacdo morfoldgica e
molecular de varios exemplares coletados nas regifes com o0s maiores historicos de infestacédo e
constatou-se tratar-se de H. armigera e H. zea (CZEPAK et al., 2013; SPECHT et al., 2013).
A espécie H. armigera é considerada como uma praga polifaga sendo encontrada em mais de
180 espécies cultivadas, as quais incluem algoddo (Gossypium hirsutum L. Malvaceae), sorgo
(Sorghum bicolor [L.] Moench Poaceae), milho (Z. mays), soja (Glycine max L. Fabaceae), tomate
(Solanum lycopersicum L. Solanaceae), grdo de bico (Cicer arietinum L. Fabaceae), girassol
(Helianthus annuus L. Asteraceae), frutiferas, e plantas silvestres pertencentes a uma grande
variedade de familias (Asteraceae, Fabaceae, Malvaceae, Poaceae e Solanaceae) (POGUE, 2004).
No Brasil, as lagartas de H. armigera ja foram constatadas se alimentando de vérias culturas
de importancia econdmica, tais como algodao, soja, milho, tomate, feijdo, sorgo, milheto, guandu,
trigo e crotaléria, bem como de algumas espécies de plantas daninhas (AVILA et al., 2013). Pelo
fato de ser uma espécie altamente polifaga, além das plantas hospedeiras preferenciais nas quais
as fémeas normalmente realizam as posturas, outros hospedeiros alternativos presentes nos
arredores das lavouras assumem papel decisivo na sobrevivéncia e dinamica sazonal da praga, uma
vez que ddo suporte a manutencao de suas populacdes em determinada regido (FITT, 1989).
Ambas as espécies, H. armigera e H. zea, possuem desenvolvimento holometab6lico. Os
ovos de H. armigera sdo de coloragdo branco-amarelada com aspecto brilhante logo apds a
oviposicdo, adquirindo colora¢do marrom-escuro préximo a eclosdo. O periodo de incubacao € de
3,3 dias, com o comprimento variando de 0,42 a 0,60 mm e a largura de 0,40 a 0,55 mm (ALI et
al., 2009; SINGH et al., 2014). As fémeas normalmente realizam a oviposi¢do no periodo noturno,
de forma isolada ou em pequenos agrupamentos, preferencialmente na face adaxial das folhas ou
sobre os talos, flores, frutos e brotacGes terminais com superficies pubescentes (MENSAH, 1996).
Os ovos de H. zea sdo esféricos, possuem estrias radiais e diametro variavel entre 0,5 a 0,6
mm e altura de 0,5 mm e coloracgéo verde clara quando recém colocados se tornando avermelhados
e acinzentados antes da eclosdo, que ocorre dentro de 3-4 dias. Os ovos sdo normalmente
depositados no estilo-estigma do milho e nas estruturas reprodutivas dos demais hospedeiros. A
fecundidade varia de 500 a 3.000 ovos por fémea (CAPINERA, 2015).
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O periodo larval de H. armigera ¢ completado com o desenvolvimento de seis distintos
instares. Em estudos morfométricos foi constatado que a média de duracdo do primeiro ao sexto
instar larval foi respectivamente de 2,27, 2,42, 2,67, 2,83, 3,40 e 3,37 dias (ALI et al., 2009;
SINGH et al., 2014). Os primeiros instares larvais se alimentam, inicialmente, das partes mais
tenras das plantas, onde podem produzir um tipo de teia ou até mesmo formar um pequeno casulo
(AVILA et al., 2013).

Normalmente as lagartas de H. zea apresentam seis instares porém nao é incomum passarem
por sete ou cinco instares. O tempo gasto em cada instar é de 3,7, 2,8, 2,2, 2,2, 2,4 e 2,9 dias para
0 primeiro ao sexto instar, respectivamente, a 25°C (CAPINERA, 2015). Normalmente séo gastos
de 16-24 dias na fase larval, 1-6 dias na fase de pré-pupa, 12-21 dias na fase de pupa, com ciclo
total de 33,4 a 45,4 dias, quando as lagartas se desenvolvem sobre dieta artificial, a 25 + 2°C. A
longevidade de machos e fémeas é de 6-24 e 5-25 dias, respectivamente e a fecundidade total de
39 a 2.356 ovos (GIOLLO et al., 2006).

As lagartas de ambas as espécies sdo varidveis na coloracdo. De maneira geral a capsula
cefalica tende a ser laranja ou marrom clara. A medida que as lagartas crescem, adquirem
diferentes coloracdes, do amarelo-palha ao verde, rosaceas, marrons ou pretas. Possuem uma faixa
escura e larga lateralmente, acima dos espiraculos e uma faixa amarelo clara a branca abaixo dos
espiraculos. Possuem ainda um par de faixas escuras estreitas no centro do dorso. O corpo
apresenta numerosos pélos e microespinhos. Nos Gltimos instares, as lagartas adquirem pélos
brancos (KARIM, 2000; ALI et al., 2009; CAPINERA, 2015). No caso da espécie H. armigera,
segundo Avila et al. (2013) a partir do quarto instar, as lagartas apresentam tubérculos abdominais
escuros e bem visiveis na regido dorsal do primeiro segmento abdominal, os quais sdo dispostos
na forma de semicirculo, aparentando formato de sela, sendo esta caracteristica determinante para
a identificacdo das lagartas de H. armigera.

A pupa dessas espécies é do tipo obtecta, com coloracdo marrom-mogno e superficie
arredondada nas partes terminais, medindo entre 17 a 22 mm de comprimento e 5,5 mm de largura
(ALI et al., 2009; CAPINERA, 2015). Sob condi¢des ambientais especificas, no estagio pupal
pode ocorrer diapausa, contribuindo para a manutencéo local das populagdes mesmo apés periodos
n&o vantajosos para a reproducéo e a sobrevivéncia (KARIM, 2000).

As mariposas fémeas de H. armigera apresentam as asas dianteiras amareladas, enquanto as

dos machos séo cinza-esverdeadas com uma banda ligeiramente mais escura no tergo distal e uma
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pequena mancha escurecida no centro da asa, em formato de rim. As asas posteriores sdo mais
claras, apresentando uma borda marrom na sua extremidade apical. As fémeas apresentam
longevidade média de 11,7 dias e os machos de 9,2 dias (ALI et al., 2009). As fémeas podem
ovipositar de de 2.200 a 3.000 ovos (NASERI et al., 2010).

Os adultos de H. zea alcangam de 35 a 40 mm de envergadura, também possuem coloracéo
varidvel sendo as asas anteriores normalmente amarelo-amarronzadas ou verde-amareladas,
possuindo uma pequena mancha reniforme e escura no centro. A asa posterior € mais clara,
contendo uma faixa escura acompanhando a margem lateral e uma mécula discoide (lanula) no
centro da asa (ZUCHlI et al., 1993).

As lagartas de H. zea concentram seu ataque nas estruturas reprodutivas dos hospedeiros
(espigas, frutos, botdes, macas, flores, paniculas e vagens), apesar de também poderem atacar 0s
colmos e as folhas, principalmente na auséncia de estruturas reprodutivas (CABI, 2015).

As lagartas de H. armigera podem se alimentar de folhas e hastes das plantas, mas tém
preferéncia pelas estruturas reprodutivas tais como botdes florais, frutos, macas, espigas e
inflorescéncias. A alimentacdo causa deformacgdes ou podriddes nas estruturas atacadas e pode
levar a queda das mesmas (CUNNINGHAM et al., 1999; POGUE, 2004; TAY et al., 2013). Em
muitas ocasides € possivel verificar as larvas se alimentando do contedo interno dos frutos, sem
contudo, alojar-se totalmente dentro deles (KARIM, 2000; ALI et al., 2009).

Estima-se que as perdas anuais atribuidas & H. armigera em todo mundo séo da ordem de
US$ 5 bilhGes, excluindo custos socioecondmicos e ambientais associados ao seu controle
(LAMMERS & MACLEOD, 2007). Vale destacar que o controle dessa espécie é mais dificil
devido a alta capacidade desta praga em adquirir resisténcia aos agrotdxicos empregados para o
seu controle (MARTIN et al., 2002; 2005; YANG et al., 2013). Adicionalmente, as plantas GM
contendo a mesma classe de toxinas (Cry 1) da bactéria B. thuringiensis, que também possuem
essa espécie como um dos seu alvos bioldgicos, possuem extensivas dareas cultivadas
simultaneamente ou em sucesséo no Brasil, resultando em uma enorme pressao de selecdo sobre
essa e outras pragas (TAY et al., 2013).

Desta forma, os prejuizos advindos da entrada desta praga no Brasil devem aumentar
substancialmente. Na safra 2011/2012 foi registrado um grande surto de lagartas de H. armigera
na regido oeste da Bahia, especialmente no algodoeiro, quando foram constatadas perdas de até

80% da producao desta cultura, segundo relatos dos produtores (AVILA et al., 2013). Todavia, 0s
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prejuizos causados por H. armigera no Brasil ainda ndo foram totalmente contabilizados, tendo
em vista ser preciso uma validacdo dos estudos econdmicos para mensurar as perdas causadas pela
lagarta (CZEPAK et al., 2013).

Além dos fatores ja descritos, tais como alta fertilidade e espectro muito mais amplo de
hospedeiros e de ocorréncia geografica do que H. zea, outro fator que torna H. armigera uma
grande ameaca para muitos ecossistemas é sua grande mobilidade (KARIM, 2000), tendo em vista
que existem relatos de capacidade migratoria de mais de 2.000 km.

Adicionalmente, tendo em vista que a separacdo morfoldgica de H. armigera de H. zea a
campo é dificultada em virtude da grande proximidade existente entre ambas (SPECHT et al.,
2013) o manejo diferenciado também € impossibilitado. Nesse aspecto, para se obter controle
eficiente de lagartas de H. armigera nos sistemas de producdo em que a praga vem se tornando
problema, é necessario conhecer a dinamica populacional do inseto no tempo e no espacgo
estabelecida nesse novo ambiente, bem como entender os principais fatores ambientais ou
bioldgicos que podem facilitar ou dificultar o seu desenvolvimento (AVILA et al., 2013).

Desta forma, a compreensdo da variabilidade genética entre as populacfes de H. armigera e
dessas populacdes em relacdo a H. zea torna-se essencial para antever seu comportamento frente
as diferentes estratégias e taticas do manejo integrado, auxiliando na previsdo das respostas aos
principais métodos de controle empregados para o0 manejo desse grupo de pragas (KHIABAN et
al., 2010; YENAGI et al., 2012; TAY et al., 2013).

3.7.  Divergéncia genética de Helicoverpa spp. (Lepidoptera: Noctuidae)

Conforme ressaltado anteriormente a subfamilia Heliothinae (Lepidoptera: Noctuidae)
possui 381 espécies descritas, sendo os géneros Helicoverpa e Heliothis aqueles que possuem
maior importancia econdmica como pragas agricolas. Considerando apenas o género Helicoverpa
as principais espécies de importancia econémica sdao H. armigera e H. zea (POGUE, 2013) que
ndo possuem muitas caracteristicas morfoldgicas diferenciadoras e facilmente reconheciveis
(SPECHT et al., 2013).

Adicionalmente, conforme mencionado previamente, no Brasil, at¢é 0 ano de 2013, H.

armigera era considerada uma praga quarentenaria A1, sendo que o primeiro relato desta praga no
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pais foi realizado por Czepak et al. (2013), Specht et al. (2013) e Tay et al. (2013). Este fato pode
ser considerado critico para o agronegocio do Brasil devido as seguintes caracteristicas deste
inseto-praga: a) disperséo a longas distancias (FARROW, 1984; PEDGLEY, 1985) e em diferentes
altitudes (GREGG et al., 1993); b) adaptacéo a diversos hospedeiros (BEHERE et al., 2013); c)
alta fecundidade (SUBRAMANIAN & MOHANKUMAR, 2006); d) resisténcia a diversos
inseticidas (BIRD & DOWNES, 2014); e) resisténcia a toxinas de B. thuringiensis expressas em
plantas geneticamente modificadas (NAIR et al. 2013); f) possibilidade de cruzamento com H. zea
(LASTER & SHENG, 1995).

Segundo Behere et al. (2013) os fatores supra citados atuando isoladamente ou em conjunto,
podem alterar a estrutura populacional deste inseto. Além disso, restri¢bes evolutivas relacionadas
com a maior adaptacdo a um determinado hospedeiro podem alterar os padrdes de fluxo génico
entre estas populacfes (ZALUCKI et al, 2012). Inferéncias sobre a estrutura genética e do fluxo
génico entre populacdes e subpopulacdes brasileiras de H. armigera podem ser extraidas através
do uso de marcadores moleculares (MASTRANGELO et al, 2014).

Neste interim, marcadores moleculares sdo fragmentos de DNA gue podem ser usados para
diferenciar um individuo do outro, ou seja, todo fen6tipo molecular oriundo de um gene expresso,
correspondente a um gene expresso ou ndo do genoma (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
Uma das formas de deteccdo do polimorfismo no DNA, pode ser encontrada no DNA genémico
através da amplificacdo aleatdria governada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ilustrada
através da técnica de RAPD (WILLIAMS et al. 1990). A grande vantagem deste marcador
molecular no monitoramento da divergéncia genética entre populacdes € a rapidez, a simplicidade,
a relacdo entre o custo-beneficio do procedimento (BHAU et al, 2014).

Por fim, a compreensdo da estrutura populacional, do fluxo génico, bem como da divergéncia
genética entre populacdes de H. armigera é de fundamental importancia para o desenvolvimento

de préticas eficientes no controle desta praga (LEITE et al., 2014).
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5. FOSFITO DE POTASSIO AFETANDO O DESEMPENHO DA LAGARTA-DO-
CARTUCHO E O ACUMULO DE NUTRIENTES PELO MILHO-DOCE

5.1. RESUMO

A lagarta-do-cartucho-do-milho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) é
considerada praga-chave do milho, mas possui poucas praticas de manejo no milho doce em
relagdo ao milho comum. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da aplicagéo de fosfito
de potassio, em milho doce, sobre a biologia da lagarta-do-cartucho e determinar se a aplicacédo
topica influencia na sobrevivéncia de S. frugiperda. Para tal, foram realizados ensaios em casa de
vegetacdo e em laboratdrio onde se testou doses equivalentes a 2, 4 e 6 L por hectare de fosfito de
potassio 00-40-20 (Phytogard® Potassio, Stoller do Brasil LTDA, Campinas-SP), além da
testemunha (agua). Plantas da variedade Doce Cristal foram infestadas com cinco lagartas neonatas
por planta e a sobrevivéncia das lagartas, seu desenvolvimento medido pela largura da capsula
cefalica, comprimento e peso corporal, 0 nimero, sobrevivéncia e peso das pupas obtidas, razéo e
proporcao sexual e os teores foliares de macro e micro nutrientes foram obtidos. Na aplicacdo
topica, larvas de primeiro, segundo e terceiro instares foram tratadas com as mesmas concentracdes
de fosfito descritas anteriormente. A pulverizacao de fosfito de potassio reduziu a razdo sexual de S.
frugiperda, sendo esse efeito mais marcante nas doses de 2 e 6 L por hectare. A aplicacao topica de
doses crescentes de fosfito de potassio aumentou a mortalidade de lagartas de segundo instar de S.

frugiperda. O uso de fosfito de potassio alterou os teores foliares de fosforo, enxofre, célcio e boro.

Palavras-chave: Lagarta do cartucho do milho, Zea mays grupo saccharata.
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5.2.  INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), € uma praga chave da cultura do milho no Brasil e em todo o continente americano.
As lagartas dessa espécie podem atacar o milho desde a fase de plantula até a fase reprodutiva,
alimentando-se, inicialmente do limbo das folhas do cartucho, podendo atacar ainda as espigas,
em ocorréncia tardia (CRUZ,1995; VALICENTE et al., 2004). Normalmente, o controle dessa
praga é feito através da pulverizacao de inseticidas (STORCH et al., 2008), ou do cultivo de plantas
geneticamente modificadas incorporando as toxinas da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner
(Bt) (FERNANDES et al., 2003). Todavia, como o proprio nome vulgar desse inseto sugere,
normalmente S. frugiperda concentra seu ataque em locais onde permanece parcialmente protegida
do contato com produtos quimicos empregados para o seu controle, fazendo-se necessario, em
muitas ocasifes, 0 emprego de pulverizacdes através de jato dirigido ao cartucho da planta para
obtencéo de controle efetivo (SILVA, 1999).

Em casos em que as doses dos inseticidas empregados para 0 seu controle ou o contato com
0 alvo seja insuficiente para causar os efeitos de mortalidade desejados, as doses subletais podem
induzir efeitos indesejados na populagéo, incluindo a hormese (DEWER et al., 2016), ressurgéncia
e resisténcia (BAO et al., 2009). Em adicdo a este fato, a tecnologia Bt, que tem contribuido para
0 manejo das populacdes de S. frugiperda no milho convencional (LOURENCAO &
FERNANDES, 2013), ainda, ndo esta disponivel para o milho-doce no Brasil, apesar de ja ser
empregada em outros paises (SHARMA & BAJRACHARYA, 2006). Vale destacar que em
virtude do incremento nos teores de aglcares dos graos desse tipo de milho, eles sdo naturalmente
mais suscetiveis ao ataque de pragas que infestam os grdos (TRACY, 2001; SHELTON et al.,
2013).

Nesse aspecto os sais do acido fosforoso, conhecidos como fosfito, possuem acéo
supressiva de um grande nimero de doencas desencadeadas por Oomicetos tais como Phytophtora
infestans (Mont.) de Bary (Peronosporales: Pythiaceae) e Pythium spp. em batata (ANDERSON
et al., 2006), Phytophthora cinnamomi Rands, P. nicotianae Breda de Haan e P. palmivora E.J.
Butler (Peronosporales: Pythiaceae) em tremogo, fumo e maméo, respectivamente (SMILLIE et
al., 1989). Os fosfitos, um termo genérico empregado para descrever os sais de acido fosforoso

(H3PO3), possuem um complexo modo de acdo, exibindo tanto toxicidade direta sobre o patdégeno,
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inibindo o crescimento micelial, como toxicidade indireta através da inibicdo do seu crescimento
causado pelo estimulo das respostas de defesa do hospedeiro em decorréncia do acimulo de
fitoalexinas e de compostos fendlicos (SAINDRENAN et al., 1988; DANIEL & GUEST, 2006).
Devido ao fato do fosfito se movimentar pelo floema (SAINDRENAN et al., 1988) o que o torna
um composto sistémico, mesmo pragas dificeis de serem atingidas por sua acao de contato, podem
sofrer os efeitos de sua acéo.

Além da acdo direta e indireta sobre diversos fitopatdgenos, os fosfitos também
demonstram exercer efeito deletério sobre algumas espécies de inseto, incluindo alguns
mastigadores [Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae) e Bucculatrix
thurberiella Busck (Lepidoptera: Bucculatricidae)] e sugadores [Frankliniella spp.(Thysanoptera:
Thripidae), Aphis gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) e Bemisia tabaci (Gennadius)
(Hemiptera: Aleyrodidae)] (PATTERSON & ALYOKHIN, 2014; VENTER et al., 2014).

Apesar de existirem trabalhos anteriores realizados no Brasil que relatam a acédo do fosfito
de potassio no controle de fungos fitopatogénicos da macieira (ARAUJO et al., 2008), do feijoeiro
(CAIXETA et al., 2012), do trigo (SANTQOS, 2008), da soja (CARVALHO, 2010), dentre outros
cultivos, ndo existem relatos de trabalhos que tenham investigado a agdo desses compostos sobre
insetos-praga no pais, ou sobre o inseto-praga foco deste trabalho dentro e fora do Brasil.

Além disso, devido a todas as acOes atribuidas a esses compostos (SAINDRENAN et al.,
1988; DANIEL & GUEST, 2006), eles podem possuir aplicabilidade no sentido de retardar a
evolucdo de resisténcia a inseticidas em populagdes de S. frugiperda, ao tornar as lagartas mais
vulneraveis a acdo dos produtos empregados para o seu controle, mesmo quando sejam atingidas
por sub-dosagens, 0 que merece estudos. Logo, mesmo que o efeito causador de toxicidade aguda
nos insetos devido a aplicacdo de fosfito seja pequeno, esses compostos podem se constituir em
importantes ferramentas a serem incorporadas no manejo integrado de S. frugiperda para obtencao
de controle efetivo da praga. Desta forma, esse trabalho avaliou a acdo do fosfito de potassio sobre
os teores de nutrientes foliares e sobre a mortalidade, biologia e o ataque de S. frugiperda ao milho

doce.
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53. MATERIAL E METODOS

5.3.1 Condicdes gerais de experimentacao

Os tratamentos foram representados pelas concentracdes de 2, 4 e 6 L/ha de fosfito de
potassio 00-40-20 (Phytogard® Potassio, Stoller do Brasil LTDA, Campinas-SP), além da agua,
empregada como testemunha. A dose inicial foi estipulada tendo em vista a recomendacéo
fornecida pelo fabricante, que é de 2 L/ha de fosfito de potassio, para a cultura do milho. As demais
doses foram escolhidas com expectativa de obter as maiores concentracdo do ingrediente ativo,
sem, no entanto, gerar sintomas de fitotoxidez nas plantas. Em todos os ensaios foi utilizada a
variedade de milho doce, Doce Cristal da Embrapa.

As plantas foram cultivadas em vasos de polietileno de 5L, preenchidos com substrato
obtido pela mistura dos seguintes materiais nas seguinte propor¢oes: 160 L de terra de barranco,
100 g de sulfato de amdnio, 800 g de superfosfato simples, 250 g de calcario, 20 L de palha de
arroz e 20 L de palha de arroz carbonizada. Cada vaso recebeu cinco sementes, sendo realizado o
desbaste, aos 30 dias apds o plantio (DAP), mantendo-se apenas duas plantas mais vigorosas por
vaso.

As lagartas de S. frugiperda empregadas nas infestagcdes foram obtidas da criagdo massal

mantida pela empresa Pioneer, em Planaltina, DF, sob dieta artificial.

5.3.2 Biologia do inseto

As plantas foram cultivadas e mantidas em casa de vegetacdo da Fazenda Agua Limpa
(FAL) e as avaliacdes foram realizadas no Laboratdrio de Protecdo de Plantas, ambos pertencentes
a Universidade de Brasilia.

O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos
(2,4 e6 L/ha), alem da testemunha, e cinco repeti¢cdes. Cada vaso (unidade experimental) continha
duas plantas, de tal forma a totalizar cinco unidades experimentais por tratamento e um total de 20
unidades experimental. Todavia, o nimero de unidade experimentais (vasos) implantadas foi cinco
vezes 0 numero necessario (compativel com o nimero de instares comumente verificados para S.
frugiperda), sendo 100 vasos no total, em virtude das anélises das plantas para acompanhamento

das lagartas serem destrutivas.
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Aos 10 dias apos o plantio, foi realizada a primeira adubacéo de cobertura, adicionando-se
2,4 g de sulfato de amonio e 0,46 g de cloreto de potassio em cada vaso. Aos 30 dias apds o plantio
foi realizada a segunda adubagéo de cobertura, empregando-se as mesmas quantidades dos adubos
da primeira adubacéo de cobertura.

Quatro dias ap0s a realizacdo da segunda adubacdo de cobertura foi realizada a
pulverizacdo das plantas com as solucdes contendo o fosfito de potassio e a agua, sendo utilizado
pulverizador de precisdo acoplado a cilindro de CO> e equipado com bico cone regulado para a
pressdo de 30 kPa resultando em vazdo final de 404 L por hectare. Decorridos dois dias da
pulverizacgdo, as plantas foram infestadas com cinco larvas neonatas por planta.

Decorridos 3, 7, 11, 17 e 24 dias apés a infestacdo (DAI), as plantas contidas em 20 dos
100 vasos cultivados foram destruidas para contabilizacdo do numero de lagartas vivas e mortas
de S. frugiperda e medicdo do comprimento do corpo e da capsula cefélica das lagartas obtidas.
Essas medidas foram realizadas em até trés das lagartas obtidas, que foram mantidas em alcool
70% até o momento de realizacdo das medicdes. Na ultima avaliacdo,aos 24 DAI, uma das duas
plantas cultivadas nos vasos foi usada nas avaliagdes para mensuragéo do comprimento do corpo
e da cépsula cefalica, além de obtencdo do peso das lagartas em balanca de precisdo analitica
modelo M6202. O comprimento do corpo, bem como a largura da capsula cefalica foram
mensurados em Lupa Coleman modelo XTB 2B contendo ocular com reticulo micrométrico
acoplado, sob aumento de 4 a 40x. A outra planta remanescente da repeticdo (vaso) foi empregada
para contabilizacdo das lagartas, sendo entdo destinadas a recipientes plasticos transparentes de
150 mL de capacidade e mantidas junto com os respectivos cartuchos das plantas, até que
atingissem a fase de pupa, onde foram observadas diariamente. Quando atingiram a fase de pupa,
as pupas foram pesadas e sexadas.

Em cada uma das avaliacBes realizadas ap0s a retirada das lagartas, as duas folhas do
cartucho foram acondicionadas em sacos de papel kraft de 5 kg de capacidade e submetidas a
estufa com circulagdo forgada de ar regulada a 75 °C, até atingir peso constante. Em seguida, esse
material foi moido em moinho Willey, sendo as amostras enviadas ao Laboratério de Fertilidade
da Embrapa Hortalicas, DF visando a dosagem dos teores de P, K, S, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn e B de
acordo com a metodologia prevista no manual da EMBRAPA (1997).

Na ultima avaliacdo, aos 24 DAI, antes das folhas serem destinadas a secagem, elas foram

dispostas sobre TNT preto e fotografadas com camera de 8 megapixels de defini¢cdo, contendo uma
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régua ao lado como referéncia para futura determinacéo da perda da area foliar com auxilio do
software Image J (RASBAND, 2015). Por meio da indicacdo manual, no software Image J, da area
da circunferéncia da folha e das &reas consumidas por S. frugiperda, foram obtidos os dados de
area foliar total e &rea foliar consumida por S. frugiperda e calculada a area foliar perdida por meio
da razdo entre area foliar danificada e area foliar total.

Os dados do comprimento do corpo e da capsula cefalica foram padronizados para a média
por lagarta. A viabilidade larval e pupal foram calculadas como sendo a razdo entre o namero final
de insetos/numero inicial x 100. Os dados de viabilidade larval, comprimento larval, largura da
capsula cefalica, peso de lagartas e pupas, viabilidade pupal, area foliar perdida e porcentagem de
area foliar perdida foram comparados em relacdo aos efeitos de tratamentos através de analise de
variancia seguida de teste de Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o programa SAS (SAS,

2002). A razdo sexual foi calculada através da formula Q/Z(2+3).

5.3.3 Efeitos da aplicacédo topica de fosfito de potassio sobre a mortalidade da lagarta-

do-cartucho do milho

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Protecdo de Plantas da Universidade de
Brasilia, Brasilia, DF. Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado com quatro
tratamentos, 2, 4, 6 L de fosfito de potassio e a testemunha, com cinco repetices.

Lagartas de primeiro, segundo e terceiro instares foram separadas e dispostas sob placas de
Petri de 60 x 100 mm em grupos de 10 individuos por placa. Em seguida, as solu¢des contendo
fosfito de potéssio e agua foram aplicadas sobre as lagartas com auxilio de micropipeta modelo
Gilson de 1 mL. As solugdes foram ajustadas para um volume final de calda de de 137 L por
hectare.

Para que ocorresse cobertura completa das lagartas, cada placa de petri recebeu 100, 300 e
600 pl de solugéo, respectivamente para os primeiro, segundo e terceiro instares. Apés a aplicagédo
das solucdes, adicionou-se cerca de 3 g de dieta artificial por placa de Petri. A mortalidade dos
insetos foi avaliada 48 h ap6s o inicio do ensaio, sendo os valores da mortalidade corrigidos para
a mortalidade ocorrida na testemunha utilizando a férmula de Schenneider-Orelli (Piintener, 1981),
descrita a seguir:

Mc (%) = (Mtrat - Mtest/100 - %Mtest) * 100,
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onde, Mc = Mortalidade no tratamento corrigida pela mortalidade na testemunha (%); Mtrat =
Mortalidade no tratamento (%); Mtest = Mortalidade na testemunha (%).

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia, utilizando-se o programa SAS (SAS, 2002).

5.4.1 Biologia do inseto

O tamanho das capsulas cefalicas de S. frugiperda néo variou significantemente em relacéo
as doses de fosfito de potasssio ao longo das cinco datas de avaliagdo (Tabela 5-1). As datas de
avaliacdo foram tracadas tendo como parametro a mudanca de instar desta espécie e, desta forma,
os valores observados nesse trabalho sdo proximos aos valores descritos por Santos et al. (2003),
que foram obtidas em duas diferentes cultivares de milho doce. Caso os tratamentos apresentassem
efeito sobre o inseto, a largura da capsula seria menor em relacdo a testemunha, devido ao menor
desenvolvimento do inseto na planta pulverizada com as solucGes contendo fosfito, a exemplo do
que ocorre quando S. frugiperda é alimentada com folhas tratadas com extrato aquoso de nim
(VIANA & PRATES, 2003).

Também poderia ter ocorrido o alongamento do tempo requerido para completar o instar, a
exemplo do que foi verificado por Patterson & Alyokhin (2014) que observaram que os individuos
de L. decemlineata alimentados com folhas de batata mergulhadas em solucdo de fosfito de
potassio na dose de 6.270 g de i.a./ha e empregando um volume de calda de 458 L/ha necessitaram
de mais tempo para completar o terceiro e o quarto instares em relacdo aos individuos que nao

receberam folhas tratadas.
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Tabela 5-1. Largura da céapsula cefalica (mm) de lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)

(Lepidoptera: Noctuidae) (+ EPM) em funcéo das doses de fosfito de potéssio aplicadas em plantas

de milho doce (Zea mays grupo saccharata L. Poaceae). Temperatura média: 19,6° C; UR média:

79,5%. Brasilia, DF, 2015.

Doses (L/ha)

Dias apos a infestacdo (DAI) das plantas com lagartas

3 7 11 17 24
0 0,404+0,0194A 0,638+0,013A 0,866+0,047A 1,614+0,148A 2,454+0,110A
2 0,404+0,017A 0,585+0,056A 0,888+0,029A 1,440+0,074A 2,590+0,109A
4 0,430+0,0138A 0,638+0,008A 0,934+0,024A 1,864+0,124A 2,480+0,087A
6 0,402+0,0239A 0,612+0,011A 0,910+0,042A 1,742+0,129A 2,570+0,247A
FoLP Fa16=0,49P=06013 [Fu.0=(005P=04413 [, 0=(062P=06109 [, 0=10pP=01703 [, 0=(18;P=00111

*Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey

a p<0,05.

Observou-se diferenca significativa no comprimento do corpo de lagartas de S. frugiperda

somente na avaliacdo realizada trés dias apos a infestacdo (DAI) (Tabela 5-2). O tratamento que

recebeu o equivalente a 4 L de fosfito por hectare proporcionou a maior média do comprimento

corporal, seguido pelos demais tratamentos que nédo diferiram entre si (Tabela 5-2).
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Tabela 5-2. Comprimento do corpo de lagartas Spodoptera frugiperda (Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) (em mm) (xEPM), em funcdo do tratamento das plantas de milho doce (Zea mays
grupo saccharata L. Poaceae) com fosfito de potassio. Temperatura média: 19,6° C; UR média:
79,5%. Brasilia, DF, 2015.

Dose (L/ha) Dias ap6s a infestagdo (DAI) das plantas com lagartas
3 7 11 17 24
0 2,284+0,109B 4.644+0.147A 7,554+0,311A 13.790+1.866A 23,706+2,175A
2 2,148+0,115B 4.362+0.140A 7,554+0,311A 12.837£1.065A 23,010+1,566A
4 2,972+0,142A 4.650£0.057A 7,760+0,362A 15.872+1.508A 22,584+0,797A
6 2,256+0,071B 4.706x£0.181A 7,186+0,458A 15.582+1.525A 22,126+1,951A
FeL? (F3,16=11,25;P70003)  (F315=1,10;P703814)  (F316=1,58; P702330)  (F315=0,82; P=05046)  (F315=0,16; P=0.9227)

* Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
a p<0,05..

A viabilidade da fase larval foi diferente em duas das cinco avaliacGes realizadas, aos 7 e
aos 24 DAI (Tabela 5-3). Nestas duas avaliacGes foi verificada menor viabilidade no tratamento
correspondente a 2 L de fosfito de potassio por hectare. A maior viabilidade ocorreu na testemunha
e no tratamento correspondente a 4 L de fosfito por hectare aos 7 DAI, enquanto que a, dose de 6
L por hectare apresentou valores intermediarios. Aos 24 DAI, a maior viabilidade foi obtida na
dose de 4 L por hectare, com a testemunha e a dose de 6 L por hectare apresentando valores
intermediarios entre 0 maior e 0 menor valor (Tabela 5-3).

Efeito semelhantes de reducdo na viabilidade larval também foi detectado por Patterson &
Alyokhin (2014), para larvas de terceiro e quarto instares, de L. decemlineata que foram expostas
a plantas de batata tratadas com fosfito de potéassio.

A acdo do fosfito de potassio demonstrada na menor dose testada neste trabalho pode ser
explicada pelos estudos realizados por Perez et al. (1995). Estes autores observaram que o fosfito
de potassio aplicado em doses menores ativa 0s mecanismos de protecdo da planta, como a
producdo de fitoalexinas e compostos fendlicos. Jackson et al. (2000), por sua vez, observaram
que doses maiores do fosfito tém acédo direta sobre o organismo nocivo, tais como as verificadas

em relacéo a dose de 6 L por hectare.
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Tabela 5-3. Viabilidade da fase larval de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:

Noctuidae) (em %) (tEPM), em funcdo do tratamento das plantas de milho doce (Zea mays grupo

saccharata L. Poaceae) com fosfito de potéssio. Temperatura média: 19,6° C; UR média: 79,5%.
Brasilia, DF, 2015.

Dose (L/ha) Dias ap0s a infestacdo (DAI) das plantas com lagartas

3 7 11 17 24
0 60,00+18,166A 72,00+16,553A 70,00+16,432A 56,00+8,718A 44,00+9,274AB
2 74,00+13,266A 20,00+12,649B 60,00+16,432A 52,00+15,937A 20,00+7,071B
4 52,00+£17,146A 74,00+10,296A 74,00+10,770A 72,00+15,937A 54,00+6,782A
6 90,00+7,746A 48,00+6,633AB 54,00+14,000A 58,00+£10,677A 26,00+6,782AB
Fo.” (F3,16=1,30; P03099)  (F316=4,37; P00198)  (F316=0,30; P=075%)  (F316=0,43; P07319)  (Fa16=4,35; P=00202)

*Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem estatisticamente pelo teste Tukey a

p<0,05.

Os parametros peso de lagartas, duracdo da fase larval, peso de pupas e duracdo da fase de

pupa de S. frugiperda foram similares em funcdo das doses de fosfito empregadas neste estudo

(Tabela 5-4).

A resposta encontrada neste estudo relativo ao tempo gasto para completar a fase larval,

difere do esperado se comparado com resultados encontrados por Patterson & Alyokhin (2014).

Apesar de estudar uma espécie diferente, esses autores encontraram que o fosfito de potéassio

aumentou significantemente o tempo gasto para L. decemlineata alcancar a fase adulta, bem como

aumentou a duracdo do terceito e quarto instares larvais. Todavia, as doses do composto

empregadas no estudo desses autores (6.270 g de i.a./ha), foram bem superiores as usadas neste

estudo, algo que pode justificar a divergéncia nos resultados obtidos.
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Tabela 5-4. Peso de lagartas (em g) e pupas e duracdo da fase larval (dias) (EPM), de Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) estimados aos 24 dias apos a infestacdo (DAI)
em funcéo do tratamento das plantas de milho doce (Zea mays grupo saccharata L. Poaceae) com
fosfito de potéssio. Temperatura média: 19,6° C; UR média: 79,5%. Brasilia, DF, 2015.

Dose (L/ha) Peso de lagartas () Peso de Pupas (g) Duracéo da fase larval (dias)
0 0,213+0,027A 0,257+0,018A 28,87+0,581A

2 0,233+0,024A 0,267+0,008A 28,00+0,00A

4 0,286+0,037A 0,242+0,014A 28,07+0,529A

6 0,317+0,062A 0,265+0,0226A 27,67+0,421A

FoL P (Fs3s = 1,10; p:o,3636) (F321=0,72; p:0,5450) (Fa31=0,53; p:O,6659)

*Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem estatisticamente pelo teste Tukey a
p<0,05.

Também ndo foram observados efeitos significativos dos tratamentos com fosfito de potéssio

sobre a viabilidade pupal e tampouco sobre o periodo pupal de S. frugiperda (Tabela 5-5).

Tabela 5-5. Viabilidade pupal (em %) e média de periodo pupal (em dias) (:EPM) de Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), em funcdo do tratamento das plantas de milho
doce (Zea mays grupo saccharata L. Poaceae) com fosfito de potassio. Temperatura: 25+1 °C;
UR: 40£15 %; Fotofase: 12 horas. Brasilia, DF, 2015.

Dose (L/ha) Viabilidade pupal (%) Média periodo pupal (dias)
0 75,00+£19,36A 6,67+1,76A

2 80,00+20,00A 2,40+2,40A

4 78,3319,72A 9,03+0,20A

6 40,00+£24,49A 3,80+2,33A

FoL” (Fs.3 = 0,98; P=042%) (Fis3 = 2,45, P7010%%)

*Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem estatisticamente pelo teste Tukey a
p<0,05.

Em relacdo a area foliar consumida, bem como a porcentagem de &rea foliar perdida ndo
foram observados efeitos significativos das doses de fosfito de potassio (Tabela 5-6). Entretanto,

verifica-se 0 mesmo padrdo observado em relagéo a outras variaveis analisadas, onde o tratamento
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de 2 L por hectare apresentou valores semelhantes ao tratamento correspondente a maior dose (6
L por hectare), proporcionando o menor consumo da area foliar (em cm?) e porcentagem da éarea
foliar consumida (Tabela 5-6).

Patterson & Alyokhin (2014) observaram a reducdo da desfolha provocada pelo besouro L.
decemlineata as plantas de batatas tratadas com fosfito de potassio na dose de 6.270 g de i.a./ha.
Ainda, segundo esse estudo a diferenca foi incrementada conforme as avaliagdes foram sendo

realizadas, chegando a mais de 50%, trés semanas ap6s o inicio das observacgoes.

Tabela 5-6. Area (em cm?) e porcentagem de area foliar consumida (xEPM) em decorréncia do
ataque de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) as plantas de milho doce

(Zea mays grupo saccharata L. Poaceae) tratadas com fosfito de potéssio. Brasilia, DF, 2015.

Dose (L/ha) Area foliar consumida Porcentagem de area foliar consumida
0 25,03+4,03A 7,47+0,94A

2 14,81+2 84A 5,46+1,11A

4 21,28+2,37A 7,59+0,90A

6 13,49+4,72A 4,741 75A

FoL? (Fa15=2,15; p =0,1366) (Fa15=1,32; p =0,3038)

*Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem estatisticamente pelo teste Tukey a
p<0,05.

A proporcao sexual e a razdo sexual foram alteradas em todos os tratamentos que receberam
aplicacdo do fosfito de potassio, sendo a alteracdo mais significativa nos tratamentos
correspondentes as doses de 2 e 6 L de fosfito por hectare (Tabela 5-7). Nessas doses foi observado
0 aumento da proporcdo machos:fémeas em duas e quatro vezes, respectivamente, em relacdo a

testemunha, com consequente reducdo da razdo sexual nesses tratamentos.
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Tabela 5-7. Propor¢do de machos: fémeas e razao sexual de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), em funcao das doses de fosfito de potassio aplicadas as plantas de milho

doce (Zea mays grupo saccharata L. Poaceae). Brasilia, DF, 2015.

Dose (L/ha) Proporcéo Razéo
machos:fémeas Sexual

0 1,00:1,70 0,62

2 2,00:1,00 0,33

4 1,15:1,00 0,50

6 4,00:1,00 0,20

Foram observadas diferengas significativas entre os teores de macro e micronutrientes em
trés dos periodos de avaliacdo analisados, isto €, aos 7, 11 e 24 DAI (Tabela 5-8). Em relacdo ao
fosforo (P) foram observadas diferencas significativas somente nas avaliacdes aos 11 e 24 DAI
(Tabela 5-8). Na avaliagdo aos 11 DAI a dose de 2 L ha* de fosfito de potassio promoveu maior
teor de P foliar do que a dose de 6 L ha, ndo havendo diferencas entre as demais doses aplicadas.
Ja na avaliagdo realizada aos 24 DAI a dose de 6 L ha™* promoveu maior teor de P do que as doses
de 0 e 2 L ha?, e ndo diferiu da dose de 4 L ha! (Tabela 5-8).

Aos 7 DAL, o elemento enxofre diferiu estatisticamente em razao das doses de fosfito, sendo
a maior média observada no tratamento de 4 L por hectare seguido pelos tratamentos de 2 e 6 L,
com o menor valor associado a testemunha (Tabela 5-8).

Aos 11 DAI foram detectadas diferencas significativas para os elementes enxofre, célcio e
boro. Para os elementos célcio e enxofre a testemunha apresentou os maiores teores destes
elementos; ja para o micronutriente boro foi observado o maior teor no tratamento correspondente
a 2 L de fosfito por hectare. Os menores teores de enxofre e de boro foram associados a dose de 4
L por hectare, com as doses de 2 e 6 L por hectare apresentando teores intermediarios. No caso do
calcio ndo foram detectadas diferencas significativas entre os teores acumulados para as demais
doses de fosfito testadas (Tabela 5-8).

Aos 24 DAI também foram verificadas diferencas significativas em relacdo aos teores de
boro acumulados entre os tratamentos, sendo 0s maiores teores associados as doses de 2 e 4 L de
fosfito por hectare e 0 menor teor acumulado pela testemunha, com a dose de 6 L por hectare
acumulando teores intermediarios entre estes extremos (Tabela 5-8).

Os resultados encontrados por Thao et al. (2008) s&o similares aos obtidos na avaliacéo
realizada aos 24 DAI (Tabela 5-8), tendo em vista que esses autores também detectaram maiores
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concentracgdes de fésforo conforme o aumento das doses de fosfito veiculadas via adubacéo foliar.
Porém, Schroetter et al. (2006), detectaram que o fosfito ndo foi oxidado a fosfato em plantas de
milho, ou seja, o fosfito ndo se tornou disponivel em uma forma de fésforo que fosse utilizavel
pelas plantas.

Os teores de P foliar observados na avaliacdo aos 24 DAI demostram uma proporc¢édo de
aumento muito maior do que as proporc¢des das doses aplicadas. A elevacédo dos teores de P em
proporcOes maiores que a ofertada pelos tratamentos pode ser explicada por um efeito estimulante
do fosfito na absorcao de nutrientes, fato relatado por GOmez-Merino e Trejo-Téllez (2015).

Tendo em vista a faixa de teores ideais de macro e micronutrientes sugerida por Malavolta
et al. (1997), de maneira geral, observou-se deficiéncia de quase todos os elementos analisados
(Tabela 5-8), percebendo-se aumento da deficiéncia dos nutrientes conforme as avaliagbes foram
avancando. Nota-se que o potéssio foi um dos elementos com teores ideais em grande parte das
avaliac@es, algo que ocorreu, possivelmente devido ao parcelamento das adubacdes de cobertura
(Tabela 5-8). Considerando que o substrato utilizado neste ensaio continha terra de barranco, tais
niveis de deficiéncia encontrados para P, Ca, Mg, Mn e B (Tabela 5-8), podem ser explicados pela
baixa disponibilidade destes elementos encontrados neste perfil em solos do cerrado (SOUSA &
LOBATO, 2004).
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Tabela 5-8. Teores de macro e micronutrientes (tEPM) acumulados por folhas de milho doce
(Zea mays grupo saccharata L. Poaceae) submetidas a pulverizacdo com diferentes doses de

fosfito de potéssio em diferentes épocas de avaliacdo. Brasilia, DF, 2014.

Avaliacdo aos 3DAI

Nutrientes*

Dose de fosfito de potéassio (L/ha)

(valores
referéncia**) 0 2 4 6
P (2,3-2,5) 1,99+021A  235+066A 287+010A  275+0,68 A  Fsg=1,20;P0%
K (17,5-22,5) 2414+081A 3353+174A 3237+054A 30,33+442A  Fz5=2,97;P010
S (1,5-2,0) 1,41+010A  156+008A  152+010A  143+0,10A  F33=0,58; P06
Ca (2,5-4,0) 1,84+ 0,21 A 2,43+0,19 A 2,28+0,25 A 1,84+0,01 A Fsg=2,54;P=013
Mg (2,5-4,0) 1,62+0,22 A 1,86 £ 0,02 A 1,87+0,15 A 1,70+ 0,10 A F3g=0,74; P=055
Fe (50,0-250,0) 82,43 +18,23A 113,67 £4,00A 122,33+6,33A 96,40 £ 15,70A  F35=2,00;P=020
Mn (50,0-150,0) 3540+2,10A 39,03+460A 4468+344A 3420+x140A  F3g=2,17;P70Y
Zn (15,0-50,0) 2747+232A 3383%+223A 32,73x046A 2880%2,05A  Fsz5=252;P=013
B (15,0-20,0) 9,36 £0,72 A 7,64+0,38 A 7,02+0,54 A 7,40+ 0,77 A F3g=2,75; P01
Avaliacdo aos 7DAI
Dose de fosfito de potassio (L/ha)
0 2 4 6
P (2,3-2,5) 1,80+ 0,30 A 2,46 £0,27 A 250+£0,24 A 1,84 +0,07 A Fsg=2,57;P=012
K (17,5-22,5) 20,00£0,75A 2540+081A 2516+121A 2406+x181A Fag=4,19; =004
S (1,5-2,0) 1,08+0,07B 141+£0,11 AB 1,50£0,05A 1,17 £0,05 AB F3g=6,87 ;P00
Ca (2,5-4,0) 1,80+ 0,30 A 1,80+0,14 A 1,72+ 0,05 A 2,05+0,05 A F3s=0,73;P=056
Mg (2,5-4,0) 163+£0,18 A 161+£0,13A 1,64 £0,09 A 1,81+£0,02 A Fsg=0,51;P=070
Fe (50,0-250,0) 170,47+ 64,43A 94,43+26,0 A 99,00 £ 24,02A 120,37 +41, A  F35=0,68;P=0%
Mn (50,0-150,0) 28,87 +4,10 A 4347+532A 4423+241A 3906+445A  Fsg=2,54;P=013
Zn (15,0-50,0) 2840+264A 2650%+295A 2880%x324A 32,70+2,76 A  F35=0,84;P=0%
B (15,0-20,0) 725+103A 1044+096A 10,85+212A 1350+386A  F3g=1,22;P=036
Avaliacéo aos 17DAI
Dose de fosfito de potassio (L/ha)
0 2 4 6
P (2,3-2,5) 2,24+0,43 A 2,43+ 0,5A 2,45+0,29 A 1,9940,01 A F3s=0,66;P =060
K (17,5-22,5) 29,30+2,35 A 26,27+1,21 A 24,33+1,03 A 28,37+2,77 A Fss=1,26;P=0%
S (1,5-2,0) 1,52+0,10 A 1,33+ 0,01A 1,31+0,17 A 1,36+0,09 A Fss=0,80; P=05
Ca (2,5-4,0) 1,96+0,06 A 1,61+0,09 A 1,55+0,22 A 1,82+0,072 A Fag=2,14;P=017
Mg (2,5-4,0) 1,51+0,03 A 1,46+0,07 A 1,48+0,23 A 1,75+ 0,12A Fsg=1,00; P=04
Fe (50,0-250) 136,10+ 43,91A  106,10+28,96 117,97+22,14 152,03+41,55 Fss=0,33;P=08L
A A A
Mn (50-150) 38,23+2,21 A 34,17£7,35 A 33,23+4,88 A 36,13+1,96 A F3s=0,23; -P=087
Zn (15,0-50,0) 32,57+4,42 A 26,03+2,83 A 30,03£3,12 A 39,23+6,89 A Fsg=1,45;P=23%
B (15,0-20,0) 11,00+0,50 A 6,17+0,60 A 4,56+0,44 A 9,93+4,14 A Fsg=2,08;P=018
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...Continuacdo Tabela 5-8

Avaliacdo aos 24DAI

Dose de fosfito de potassio (L/ha)

0 2 4 6
P (2.3-2,5) 117+012B 1,30+028B 165+t005AB 217+£020A  Fag=5,85,P- 00
K (17,5-225) 17,63+063A 1740+230A 2116+040A 2173+111A  Fse=293;P=00
S (1,5-2,0) 096+001A 089+012A 111+008A 111+006A  Fsg=1,90;P=02
Ca (2,5-4,0) 171+016 A 148+025A 174+010A  172+023A  Fss=0,38;P=07
Mg (25-40)  152+021A 123+019A 153+002A  140+007A  Fse=0,92;P=04
Fe (50,0-250,0) 50,76 +7,90 A 79,60 +37,22A 69,03 + 1496A 167,63+60,91 A  Fsg=2,01;P=01
Mn (50-150)  30,26+519A 2880+760A 3393+193A 2690+306A  Fse=0,36;P=07
Zn (15,0-50,0) 2596+522A 2496+817A 2803+254A 110,80+7337A  Fag=1,30; P03
B (150-200) 533+050B 12,19+272A 530+038A 649+038AB Fsg=544;p=0,02

*P, K, S, Ca e Mg dados em g/kg; Fe, Mn, Zn e B dados em mg/kg.

**Teores considerados suficientes por Malavolta et al. (1997)

***Médias seguidas por diferentes letras na linha diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey
(p<0,05).

Patterson & Alyokhin (2014) avaliaram o efeito da aplicacdo de fosfito sobre o ataque de L.
decemlineata em plantas de batata e perceberam que a mortalidade a campo foi maior que a
observada em laboratdrio. Segundo esses autores € possivel que maiores efeitos sejam observados
a campo devido a interacdo entre o fosfito e os fungicidas aplicados na parte area. De todo modo,
em geral, em ambos os testes realizados pelos autores, foi observado que plantas tratadas com
fosfito de potéssio foram menos favoraveis ao desenvolvilmento de L. decemlineata.

Saindrenan et al. (1988) afirmam que o fosfito € um composto que se movimenta pelo floema
e que exerce acdo moderada no crescimento de fungos em condicdo de baixa disponibilidade de
fosfato. Esses autores e Jackson et al. (2000), também, mencionam que o efeito indireto exercido
sobre os patdgenos é decorrente do acimulo de fitoalexinas, compostos fendlicos, etileno, caloses,
peréxido de hidrogénio, pectinas e superoxidos apOs a aplicacdo, sendo essa uma acao
desencadeadora de resisténcia induzida. Nesse aspecto, Daniel & Guest (2006) sugerem gque mais
de uma rota metabdlica de inducéo de resisténcia é acionada devido a aplicacdo de fosfitos.

Estudos realizados com fosfito demonstram um modo de acdo complexo e altamente
dependende da concentracdo aplicada (MASSOUD et al., 2012). Altos niveis de fosfito tem efeito
inibitorio direto sobre vérios organismos (WILKINSON et al., 2001). Neste caso a a¢do é mais
provavel de ter ocorrido nos tratamentos de 6 L de fosfito por hectare. Em contraste a esse efeito
atribuido a acéo direta dos fosfitos sobre as pragas, baixas concentra¢des sao relacionadas ao modo
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indireto de acdo associado a inducdo de resisténcia. A inducdo de resisténcia é provavel ter

ocorrido no tratamento correspondente a dose de 2 L por hectare.

5.4.2 Aplicacao topica de fosfito de potassio

N&o houve efeito das doses de fosfito em aplicacéo topica sobre a mortalidade de lagartas
de S. frugiperda de primeiro (F12 = 0,14; p = 0,74) e de terceiro instares (F1» = 1,02; p = 0,42),
sendo observado efeito significativo da aplicacdo topica sobre lagartas de segundo instar (Figura
5-1). A mortalidade de lagartas de segundo instar de S. frugiperda foi crescente com o incremento
da dose de fosfito de potassio aplicada, sendo maxima no tratamento de 6 L de fosfito por hectare
(Figura 5-1).

Saindrenan et al. (1988) observaram que os fosfitos podem agir diretamente sobre os
fitopatdgenos inibindo o crescimento micelial in vivo. Esses compostos podem ainda causar
toxicidade direta por ingestdo em insetos, a exemplo do que foi constatado em L. decemlineata,
(PATTERSON & ALYOKHIN, 2014) ou por contato, compativel com o que foi observado nesse
estudo.
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Figura 5-1. Porcentagem de mortalidade de lagartas de segundo. instar de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) quando expostas a aplicacdo tdpica de diferentes doses de

fosfito de potéssio.

55 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

v A razéo sexual foi reduzida em todos os tratamentos com aplicacdo de fosfito de potéssio,
resultando em aumento da proporcdo machos:fémea; todavia, os tratamentos em que esse efeito
foi mais pronunciado foram nas doses de 2 e 6 L de fosfito por hectare.

v A aplicacéo tépica de doses crescentes de fosfito de potassio aumentou a mortalidade de

lagartas de segundo instar de S. frugiperda;
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v A aplicacdo do fosfito de potassio alterou os teores foliares de fosforo, enxofre, célcio e
boro;

v Considerando algumas das variaveis analisadas, o tratamento de 2 L de fosfito de potéssio
por hectare foi 0 que mais desfavoreceu o inseto. Entretanto, estudos adicionais e mais detalhados
acerca da influéncia do fosfito de potassio sobre essa praga, fazem-se necessarios.

v A alteracdo nas caracteristicas bioldgicas da lagartas ndo foram suficientemente
significativas para tornar o fosfito de potassio um produto competitivo com a maioria dos
inseticidas sintéticos registrados para o controle de S. frugiperda;

v Estudos subsequentes devem avaliar o potencial sinergistico desse produto quando usado
em associacdo com inseticidas botanicos ou sintéticos em sub-dosagens para o controle de S.
frugiperda, a exemplo do que vem sendo praticado para fitopatdgenos;

v Adicionalmente, o acimulo de compostos indutores de resisténcia e das varias formas de
fosforo em resposta ao tratamento com fosfito de potassio deve ser investigada em estudos

posteriores.
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CAPITULO 11

DIVERGENCIA GENETICA DE POPULACOES DE LAGARTAS-DA-
ESPIGA
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6. DIVERGENCIA GENETICA DE POPULACOES DE LAGARTAS DA ESPIGA

6.1. RESUMO

Helicoverpa armigera (Hubner) e Helicoverpa. zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) estdo
entre as mais importantes espécies de lepidopteros-praga no Velho e Novo Mundo,
respectivamente. No entanto, apenas em 2013, a introducdo de H. armigera teve seu primeiro
relato no Brasil. O objetivo deste trabalho foi determinar diferencas genéticas entre populacées de
H. armigera e H. zea por meio da utilizacdo da técnica de RAPD-PCR. Foram utilizados 16
iniciadores decameros que produziram um total de 117 loci polimorficos. A partir dos
polimorfismos detectados, estimou-se a matriz de dissimilaridade entre as populagdes através do
complemento aritmético do indice de Jaccard. Com base nesta matriz foram realizados as analises
de agrupamento utilizando a técnica de UPGMA e a metodologia de Tocher. De forma
complementar foi realizada a anélise de componentes principais. Os resultados de todas as analises
de agrupamento utilizadas neste estudo foram concordantes em formar trés grupos populacionais
de Helicoverpa spp.: um grupo contendo seis populacdes de H. zea e uma de H. armigera, outro
formado por duas populacdes de H. armigera e um terceiro composto por duas populacdes de H.
armigera e uma de H. zea. O agrupamento de uma populacdo de H. armigera em um cluster de
predominio de H. zea e vice versa é um fato importante, pois pode indicar um possivel cruzamento

interespecifico de H. armigera com H. zea.

Palavras-chave: Helicoverpa spp., Evolugdo, Manejo Integrado de Pragas
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6.2. INTRODUCAO

A subfamilia Heliothinae (Lepidoptera: Noctuidae) possui 381 espécies descritas, sendo 0s
géneros Helicoverpa e Heliothis aqueles que possuem maior importancia econémica como pragas
agricolas. Considerando apenas o género Helicoverpa as principais espécies de importancia
econdmica sdo H. armigera e H. zea (POGUE, 2013) que ndo possuem muitas caracteristicas
morfoldgicas diferenciadoras e facilmente reconheciveis (SPECHT et al., 2013).

No Brasil, até o ano de 2013, H. armigera era considerada uma praga quarentenaria Al,
sendo que o primeiro relato desta praga no pais foi realizado por Czepak et al. (2013), Specht et
al. (2013) e Tay et al. (2013). Este fato pode ser considerado critico para o agronegocio do Brasil
devido as seguintes caracteristicas deste inseto-praga: a) dispersdo a longas distancias (FARROW,
1984; PEDGLEY, 1985) e em diferentes altitudes (GREGG et al., 1993); b) adaptacdo a diversos
hospedeiros (BEHERE et al., 2013); c) alta fecundidade (SUBRAMANIAN & MOHANKUMAR,
2006); d) resisténcia a diversos inseticidas (BIRD & DOWNES, 2014); e) resisténcia a toxinas de
B. thuringiensis expressas em plantas geneticamente modificadas (NAIR et al. 2013); e; f)
possibilidade de cruzamento com H. zea (LASTER & SHENG, 1995).

Segundo Behere et al. (2013), estas caracteristicas atuando isoladamente ou em conjunto,
podem alterar a estrutura populacional deste inseto. Além disso, restricdes evolutivas relacionadas
com a maior adaptacdo a um determinado hospedeiro podem alterar os padrdes de fluxo génico
entre estas populacdes (ZALUCKI et al, 2012). Inferéncias sobre a estrutura genética e do fluxo
génico entre populacdes e subpopulacdes brasileiras de H. armigera podem ser extraidas através
do uso de marcadores moleculares (MASTRANGELO et al., 2014).

Neste interim, marcadores moleculares sdo fragmentos de DNA que podem ser usados para
diferenciar um individuo do outro, ou seja, todo fen6tipo molecular oriundo de um gene expresso,
correspondente a um gene expresso ou ndo do genoma (FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).
Uma das formas de deteccdo do polimorfismo no DNA, pode ser encontrada no DNA genémico
através da amplificagdo aleatoria governada pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ilustrada
através da técnica de RAPD (WILLIAMS et al. 1990). A grande vantagem deste marcador
molecular no monitoramento da divergéncia genética entre populacgdes € a rapidez, a simplicidade,

a relagéo entre o custo-beneficio do procedimento (BHAU et al, 2014).
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Alguns estudos de diversidade genética do género Helicoverpa foram conduzidos
utilizando marcadores RAPD. Fakrudin et al. (2004), por exemplo, observaram similaridade
genética variada entre 12 populacbes de H. armigera coletadas em plantas de algod&o na india,
enquanto que Zhou et al. (2000) observaram alta similaridade genética entre populagdes coletadas
em Israel e na Turquia.

A compreensdo da estrutura populacional, do fluxo génico, bem como da divergéncia
genética entre populacdes de Helicoverpa spp. € de fundamental importancia para o
desenvolvimento de praticas eficientes no controle desta praga (LEITE et al., 2014). O objetivo
deste trabalho foi determinar diferencas genéticas entre populacdes de H. armigera e H. zea por
meio da utilizacdo da técnica de RAPD-PCR.

6.3. MATERIAL E METODOS

5.6.1 Populagbes

Foram utilizadas lagartas de H. armigera e H. zea provenientes das regides Centro-Oeste,
Sul e Sudeste do Brasil (Tabela 6-1). Onze das doze populagdes foram fornecidas e identificadas
pela empresa Pioneer Seeds e a populacdo de HADF3 foi fornecida pela Dra. Silvana Vieira de
Paula Morais, sendo a identificacdo morfoldgica realizada pelo Dr. Alexandre Specht. De cada
populacdo foram recebidos dez individos, no quinto instar larval, em tubos de 25 mL contendo
alcool 70%. No total foram estudadas a divergéncia entre cinco popula¢des de H. armigera e sete
populagdes de H. zea coletadas entre dezembro de 2013 a janeiro de 2015.

63



Tabela 6-1. Populacdes de H. armigera (HA) e H. zea (HZ), amostradas em diferentes datas de

coleta, hospedeiros e localidades.

Amostra Data de coleta Hospedeiro Coordenadas Localizacéo
Geogréficas
11°19°40,1>° S Formosa do Rio
HABA 24/10/2014 Algodao 46°11°16,8 W Preto — BA
i 15°52°07,0°" S Brasilia— DF
HADF1 11/11/2014 Soja 47°24°3,50 W
. 22°45°40,0"" S Paulinea — SP
HASP 04/11/2014 Soja 47°09°15,0° W
. 15°43730,0 S Brasilia - DF
HADF2 22/01/2014 Soja 47°36°39,0° W
. 15°43°11,9° S Brasilia - DF
HADF3 17/12/2013 Soja 47°35°51,8° W
. 18°20725,9° S ltumbiara — GO
HZGO1 25/07/2014 Milho 49°11°11,03°W
. 15957°2,0 S Brasilia— DF
HZDF1 13/11/2014 Milho doce 47°56°2,0° W
. 15°43730,0” S Brasilia — DF
HZDF2 09/01/2014 Milho 47°36°39,0” W
. 18°20727,9° S ltumbiara — GO
HZGO2 01/10/2014 Milho 49°11°11,0° W
. 17°43°52,07 S Morrinhos —-GO
HZGO3 15/10/2014 Milho 49°05°58,0” W
. 26°45°39,57 S Maravilha — SC
HZSC 19/01/2015 Milho 53°10°21,0°” W
_ 24°42°45,0° S Toledo - PR
HZPR 06/01/2015 Milho 53°44°35,0° W

5.6.2 Extracdo de DNA

O DNA total das amostras de H. armigera e H. zea foi extraido através do método de
CTAB 2X com algumas modificagdes (BOITEUX et al., 1999). Cerca de 3 mm da parte posterior
das lagartas foi retirada com auxilio de um bisturi e posteriormente macerada em tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL de volume, contendo 750 pL de tampdo CTAB (2% de CTAB; 100mM

64



de tris-HCI, pH8,0; 50mM de NaCl e 0,2% de 2--mercaptoetanol). A maceracao foi realizada em
dois ciclos de 30 segundos a 2.000 rpm de agitacdo (Precellys — Bertin Technologies). Em seguida,
os tubos foram deixados a temperatura de 65°C por 10 minutos e depois resfriados por 3 minutos.
Na sequéncia, foi adicionado em cada tubo 750 pL de Clorofil (24 Cloroférmio: 1 Alcool
Isoamilico) e agitados vigorosamente com o auxilio de vértex. Posteriormente, os tubos foram
centrifugados por cinco minutos a 9.000 rpm em microcentrifuga. Cerca de 650 pL do
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e a este foi adicionado 300 pL de isopropanol.
Apos a agitagdo lenta dos tubos, os mesmos foram levados a centrifuga a 12.000 rpm, por 15
minutos para precipitacdo do DNA. O sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellet) lavado
duas vezes com 400 ul de etanol refrigerado a 70% de concentracdo (v/v). Apos as lavagens, o
sobrenadante foi eliminado e as paredes do tubo submetidas a secagem em BOD a 34°C por 20
minutos. Em seguida o pellet foi suspendido em 100 pL de TE + RNase (10 mM Tris-HCL, 1 mM
EDTA, 8 pl RNase pH 8,0). A solucdo foi armazenada por 12 horas e posteriormente quantificada
em espectrofotdmetro Nanodrop (Lite) e diluido com TE + RNase para a propor¢cdo de

aproximadamente 30 ng de DNA por pL.

5.6.3 Marcadores do tipo RAPD-PCR

Inicialmente, a busca por diferencas genéticas entre as populacbes foi conduzida
utilizando-se uma colecdo de 120 pares de oligonucleotideos iniciadores decameros (primers) de
sequéncia arbitraria do tipo randomly amplified polymorphic DNA (RAPD-PCR) (kits comerciais
OP-A até OP-AF, Operon Technologies Inc., Alameda, Califérnia, EUA), sendo selecionados
posteriormente 16 iniciadores (Tabela 6-2), por apresentarem melhor qualidade de bandas
amplificadas. Cada reacdo de PCR-RAPD, foi conduzida em um volume final de 12,5 pL, sendo
composta por 2 pL do DNA, 1,25 uL de tampéo (10X) de amplificacdo (Invitrogen), 0,6pL de
MgCl2 (50 mM), 0,2 pL de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 0,125 pL de cada deoxinucleosideo
trifosfato (ANTPs), 5,95 uL de agua Milli-Q autoclavada e 2 pL de primers. O programa de
amplificacdo constou de 35 ciclos, realizados em um termociclador (GeneAmp® PCR System
9700), nas seguintes condi¢des: desnaturacdo a 94 °C por 30 s, amplificagdo a 36 °C por 1 min e
extensdo a 72 °C por 1,5 min. Os produtos da reacdo de RAPD-PCR foram submetidos a uma
corrida eletroforética em gel de agarose (1,5%) em tampao TBE 1X. Os géis foram corados com

brometo de etidio (10 mg/mL) e fotodocumentados em sistema de video Quantity One® (BioRad).
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Em seguida, foram computados todos os amplicons polimorficos passiveis de serem avaliados

visualmente.

Tabela 6-2. Relacdo de iniciadores selecionados, com respectivos nomes comerciais, seqliéncia

de bases nitrogenadas, nimero de fragmentos polimérficos (NFP), em 12 populacdes de H.

armigera e H. zea.

Iniciador Sequencia (5” - 3°) NPF
OPA-02 TGCCGAGCTG 4
OPA-07 GAAACGGGTG 8
OPA-12 TCGGCGATAG 12
OPA-14 TCTGTGCTGG 10
OPA-16 AGCCAGCGAA 6
OPB-01 GTTTCGCTCC 5
OPC-01 TTCGAGCCAG 11
OPC-02 GTGAGGCGTC 7
OPC-04 CCGCATCTAC 5
OPC-05 GATGACCGCC 8
OPC-06 GAACGGACTC 6
OPC-11 AAAGCTGCGG 10
OPC-13 AAGCCTCGTC 10
OPC-20 ACTTCGCCAC 5
OPF-02 GAGGATCCCT 8
OPF-06 GGGAATTCGG 5

5.6.4 Analise da divergéncia genética

A matriz de dissimilaridade genética das populac@es de Helicoverpa spp. foi gerada a partir

do complemento aritmético do indice de Jaccard (1901). Para a andlise de agrupamento das

populacgdes, foram utilizados o algoritmo UPGMA (Unweigted Pair Group Method Average) com
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a consisténcia de cada n6 do dendrograma testada pelo método de bootstrap com 400 ciclos de
reamostragem e otimizacdo seguindo as premissas de Tocher (RAO, 1952), ambos baseados nesta
matriz. As populacdes foram ainda agrupadas por analise multivariada de componentes principais.
As andlises genético-estatisticas foram processadas no programa computacional GENES (CRUZ,
2008).

6.4. RESULTADOS

As amplificagdes produziram um total de 117 loci polimorficos, sendo selecionados os
alelos que ocorriam em uma frequéncia maior ou igual a 75%, dentro das quatro haplotipos por
populacdo, conforme sugerido por McMichael & Prowell (1999). A taxa média de polimorfismo
por iniciador foi de aproximadamente 7,5 bandas polimoérficas, variando de 4 (OPA-02 e OPA-
C4) a 12 (OPA-12) bandas polimérficas. Por fim, o tamanho dos fragmentos amplificados variou
de 100 a aproximadamente 3.000 pb.

A amplitude das distancias obtidas através do complemento aritmético do indice de Jaccard
foi méxima entre as populacdes HADF3 e HABA (0,86) enquanto que minima entre HZGO2 e
HZGO3 (0,06) e HZPR e HZSC (0,06). A variabilidade média intrinseca as populacdes de H.
armigera e H. zea avaliadas neste estudo foi de respectivamente 0,68 e 0,37 (Tabela 6-3). Além
disso, o agrupamento das 12 populagdes de Helicoverpa spp. com base nestas medidas de
dissimilaridade e realizadas através do método do vizinho mais proximo, resultou na formacéo de
trés grupos distintos (Figura 6-1). Neste contexto, 0 maior agrupamento (Grupo 1) foi composto
por todas as populagdes de H. zea avaliadas neste estudo, com excec¢do de HZGO1, além de uma
populacdo de H. armigera (HADF1). Também foram formados um grupo intermediario composto
por duas populacbes de H. zea (HZGO1 e HZDF3) e uma de H. armigera (HADF2); e um grupo

menor contendo apenas duas populac@es de H. armigera (HABA e HASP).
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Tabela 6-3. Matriz de dissimilaridade genética entre populagdes de H. armigera e H. zea, construida a partir do complemento aritmético

do indice de Jaccard.

HABA HADF1 HASP HADF2 HADF3 HZGOl1 HZDF1 HZDF2 HZGO2 HZGO3 HZSC HZPR

HABA
HADF1
HASP
HADF2
HADF3
HZGO1
HZDF1
HZDF2
HZGO2
HZGO3
HZSC
HZPR

0,00
0,61
0,58
0,85
0,86
0,83
0,62
0,66
0,62
0,62
0,62
0,62

0,00
0,60
0,80
0,81
0,79
0,28
0,30
0,21
0,26
0,20
0,23

0,00
0,68
0,70
0,64
0,56
0,59
0,59
0,61
0,59
0,61

0,00
0,33
0,30
0,71
0,82
0,80
0,82
0,79
0,78

0,00
0,35
0,73
0,83
0,82
0,84
0,81
0,80

0,00
0,73
0,79
0,80
0,84
0,79
0,78

0,00
0,27
0,21
0,21
0,20
0,25

0,00
0,17
0,20
0,19
0,24

0,00
0,06
0,10
0,15

0,00
0,10 0,00
0,16 0,06

0,00
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Divergéncia genética entre populacdes de Helicoverpa spp.

HZSC

87,00
HZPR 74,25
_ |bzeo2
- 7226 60,00
2 |HZGO3
0 47.25
HZDF2
100,00
HZDF1 '
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—
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0 0.7 0.15 0.23 031 0.39 0.47 0.55 0,62 0.70 0.78

Figura 6-1. Divergéncia genética entre populacdes de Helicoverpa armigera (Hibner) e Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera:

Noctuidae) de diferentes locais e culturas cultivadas no Brasil, obtida a partir do indice de dissimilaridade de Jaccard. Valores de
bootstrap (porcentagem para 400 reamostragens) sdo indicados em cada ramo.
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Com relacdo ao agrupamento baseado no método de Tocher, pode-se observar na Tabela
6-4, a particdo das 12 populacdes de Helicoverpa spp. em trés grupos. O grupo 1 foi formado por
todas as populac@es de H. zea estudadas, com exce¢do de HZGO1, além da populagdo HADF1. O
grupo 2 foi composto por duas populagdes de H. armigera e a supracitada populacédo de H. zea,
enquanto que o agrupamento 3, por sua vez, conteve duas populagdes de H. armigera. Os grupos
1, 2 e 3 englobaram respectivamente 58%, 25%, e 17% do total de populac6es de Helicoverpa spp.
utilizadas neste estudo. Além disso, com base nas distancias médias intra e intergrupos (Tabela 6-
4), pode-se inferir que os grupos com maior distancia entre si foram 1 e 2 (16,67). Por outro lado,
0 agrupamento 3 demonstrou a menor variabilidade intrinseca expressando a menor distancia

intragrupo (0,58).

Tabela 6-4. Distancia média intra e intergrupos de 12 populacbes de H. armigera e H. zea pelo
método de otimizacdo de Tocher, baseada no coeficiente de dissimilaridade de Jaccard, utilizando

138 bandas polimorficas.

1 (HZSC, HZPR, 2 (HADF2, HZGO1 3(HABAe

HZGO2, HZGO3, e HADF3) HASP)
GRUPOS HZDF2, HZDF1 e
HADF1)

1 (HZSC, HZPR, HZGO2,

HZGO3, HZDF2, HZDF1 e 4,04 16,67 8,51
HADF1)

2 (HADF2, HZGO1 e B 0.98 455
HADF3)

3 (HABA e HASP) -- -- 0,58

Conforme observado na Figura 6-2, os dois primeiros componentes principais explicaram
aproximadamente 70% da variacdo total. Desta forma, conforme critério adotado por Cruz &
Regazzi (1994), pdde ser realizado o estudo da dissimilaridade genética no espaco bidimensional,
com desprezivel grau de distor¢do. Por meio da analise visual da dispersdo grafica no espaco
bidimendional (Figura 6-2), pode-se observar a divisao das populacdes de Helicoverpa spp. em

trés grupos, analogos aqueles formados pelas metodologias de UPGMA e Tocher.
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Figura 6-2. Representacdo bidimensional da analise de coordenadas principais de 12 populacGes
de H. armigera e H. zea, baseada na distancia genética calculada com dados de marcadores RAPD.
Numeros em paréntesis, localizados no eixo X e Y, indicam porcentagem da variancia acumulada

dos autovalores.

6.5. DISCUSSAO

A maior dissimilaridade observada entre as populacdes HADF3 e HABA, ou seja, entre
duas populagdes de H. armigera, aparentemente ndo possui relagdo com as distancias geograficas
uma vez que esta espécie possui amplo espectro de dispersdo. Conforme Nibouche et al. (1998)
esta espécie pode migrar a distancias superiores a 2.000 km, valor este superior aos aproximados
700 km entre as localidades supracitadas. Outra possibilidade seria uma diferenciacdo geneética
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entre estas populacbes baseada no hospedeiro, uma vez que os individuos de HABA foram
coletados em algoddo e HADF3 em soja. Esta possibilidade € discutida por Jallow et al. (2004) e
Subramanian & Mohankumar (2006) e Behere et al. (2013). Além disso, segundo Behere et al.
(2013) esta subestruturacdo populacional de H. armigera proveniente de lavoura de algod&o pode
estar relacionada a intensa pressédo de selecdo promovida pela massiva aplicacdo de inseticidas e a
diferentes compostos secundarios (tais como gossipol), a exposi¢do as toxinas Bt advindas do
algodao transgénico e a possibilidade do hospedeiro suportar varias gera¢fes consecutivas do
inseto.

De uma forma geral, as populacdes de H. zea avaliadas neste estudo, com exce¢do de
HZGO1, foram agrupadas em um Unico cluster. Neste interim, Mallet et al. (1993) e Han & Caprio
(2002) através de polimorfismos em aloenzimas, observaram pequena variabilidade genética entre
populacbes de H. zea. Estes autores, além de Behere et al. (2007) salientam que esta baixa
variabilidade genética esta relacionada com a entrada desta espécie no continente americano. Neste
contexto, a hipotese mais aceita consiste que H. zea foi originada a partir de uma pequena amostra
populacional de H. armigera ou de seu ancestral comum.

Com referéncia as populagdes de H. armigera, observou-se a formagéo de dois clusters
distintos, com o agrupamento de populagdes distantes geograficamente (HABA e HASP) e
separacdo de populacBes com proximidade entre locais de coleta. Conforme discutido
anteriormente, H. armigera possui ampla capacidade de dispersdao e adaptacdo a multiplos
hospedeiros fatores estes que facilitam a ocorréncia de fluxo génico, diminuindo assim a
divergéncia genética entre estas populaces (ZHOU et al., 2000). Além disso, a formacdo de dois
clusters entre as populacdes estudadas é concordante com as informacdes aventadas por Tay et al.
(2013) e Leite et al. (2014). Neste contexto, estes autores observaram que as populagdes de H.
armigera avaliadas foram provavelmente originarias de pelo menos duas linhagens maternas,
sendo estas, por sua vez, oriundas de multiplas invasdes ou uma invasdo composta por diversos
gendtipos desta espécie.

Um fato intrigante foi observado no agrupamento da populacéo de H. armigera (HADF1)
e de H. zea (HZGO1), indicando uma possibilidade de cruzamento interespecifico. Conforme
observado por Laster & Hardee (1995) e Laster & Sheng (1995), ndo obstante o longo periodo de
especiacdo entre H. armigera e H. zea, estas duas espécies sdo capazes de acasalar e gerar

descendentes férteis em condicdes de laboratorio. Este fato seria um complicador para 0 manejo
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integrado desta “espécie hibrida”, devido a possibilidade de vigor hibrido associado a heterose
(TAY etal., 2013, LEITE etal., 2014 e MASTRANGELO et al., 2014). Neste caso, a manifestacao
da heterose poderia ser expressa atraveés de uma adaptacdo maior a diferentes hospedeiros,
resisténcia a diversos inseticidas e a toxinas de Bt. De qualquer forma, estudos posteriores que

visem elucidar esta possibilidade devem ser realizados.

6.6. CONCLUSOES

As populacgdes de H. zea avaliadas neste trabalho s&o agrupadas em um cluster exibindo
também baixa variabilidade intrinseca. Por sua vez, sdo observados dois agrupamentos nas
populacdes de H. armigera. A existéncia dos outliers HADF1 e HZGO1 pode indicar uma

possibilidade de cruzamento interespecifico.
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