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Analysis of the Molecular Structure and Diversity of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) Populations Associated to the Corn and Rice Cropsin Rio Grande do Sul State, Brazil

ABSTRACT - The goal of this work was to analyze the molecular structure and diversity of four
Soodoptera frugiperda (J.E. Smith) popul ations associated to the corn and rice cropsin Rio Grande do
Sul State. Four populations of caterpillarswere collected from distinct areas (more than 300 km apart),
from the counties of SantaRosa(corn) and Uruguaiana(irrigated rice), and in adjacent areasin Pelotas
county (corn and irrigated rice). The analysis of 40 caterpillars (10 from each population), with five
combinations of primers generated atotal of 241 loci, among then 229 (95%) were polymorphic. The
dendrogram generated by the clustering method UPGMA, based on the Dice similarity matrix, showed
overlappings among the studied populations. The diversity indexes evidenced that 88% of the genetic
diversity was observed within popul ations and 12% between S. frugiperda populations. The dendrogram
generated by clustering UPGM A method, based on the dissimilarity matrix from the euclydean distances,
evidenced the existence of a differentiation among populations according to the host plant, being the
loci 42 and 47 (M-CTG/E-ACC) capable of detecting 100% of the genetic differences. These results
showed that the genetic variation of S. frugiperda populationsis associated to host plants, confirming
the presence of the “corn” and “rice” biotypes of S frugiperdain Rio Grande do Sul State.

KEY WORDS: Insecta, fall armyworm, AFLP, biotype

RESUMO - O objetivo do trabalho foi analisar aestruturae adiversidade molecular de quatro popul acdes
de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) associadas as culturas de milho e arroz no Rio Grande do Sul.
Foram col etadas | agartas de quatro popul agdes em &reasisol adas (distanciadas em mais de 300 km) nos
muni cipios de Santa Rosa (milho) e Uruguaiana (arroz irrigado) e em éreas adjacentes, no municipio de
Pelotas (milho earrozirrigado). A andlise de 40 lagartas (10 de cada popul ag&o), com cinco combinacdes
de oligonucleotidios iniciadores geraram o total de 241 locos, dentre os quais 229 (95%) foram
polimérficos. O dendrograma gerado pelo método de agrupamento UPGMA, baseado na matriz de
similaridade de Dice, mostrou sobreposi¢des entre as lagartas das populagdes estudadas. Os indices
de diversidade evidenciaram que 88% da diversidade genéticafoi observada dentro das populagdes e
12% entre as populagdes de S. frugiperda. O dendrograma gerado pelo método de agrupamento
UPGMA, baseado namatriz de dissimilaridade das distancias euclidianas, evidenciou a existéncia de
umadiferenciagéo entre as popul agdes de acordo com a planta hospedeira, sendo oslocos 42 e 47 (M-
CTG/E-ACC) capazes de detectar 100% das diferencas genéticas. Esses resultados sugerem que a
variacdo genética das populagdes de S. frugiper da esté associada as plantas hospedeiras, confirmando
apresencados bidtipos “milho” e“arroz” de S. frugiperda no Rio Grande do Sul.

PALAVRAS-CHAVE: Insecta, lagarta-do-cartucho, lagarta-da-folha, AFLP, biétipo

A lagarta Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) éumadas Rio Grande do Sul, por ocasionar altos indices de
principais pragasdaculturado milhoedo arrozirrigadono  desfolhamento as plantas (Grutzmacher et al. 2000, Martins
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et al. 2000). Caracteriza-se por ser uma espécie polifaga,
apresentando como hospedeiros 23 familias de plantas. Nos
Estados Unidos (EUA) foram detectados dois biétipos de
S. frugiperda, sendo que as lagartas do bi6tipo “milho”
alimentam-se de milho e algoddo e o bidtipo “arroz”
alimentam-se de arroz, grama-seda e outras gramineas
forrageiras (Pashley 1986, 1993). O estudo dacompatibilidade
reprodutiva entre os dois bidtipos indicou a existéncia de
isolamento unidirecional (Pashley & Martin 1987) eaandise
da composi¢do do feromdnio, evidenciou a existéncia de
variagdo quantitativa nos trés principais acetatos. Desta
forma, tais bidtipos passaram a ser considerados espécies
cripticas associadas as plantas hospedeiras (Drés & Mallet
2002).

A constatac8o da existéncia de bi6tiposde S. frugiperda
tem fundamental importancia na atual concepcéo da
entomologia econémica, uma vez que pode haver um
comportamento diferenciado dos bi6tipos quanto a
suscetibilidade ainseticidas (Pashley et al. 1987a, Adamczyk
etal. 1997, Edwardset al. 1999) e aresisténciade plantasa
bi 6tipos (Pashley et al. 1987b, Whitford et al. 1988).

Em condi¢des de varzeanaregido sul do Rio Grande do
Sul, o milho é potencia mente umadas mel hores alternativas
para a rotacdo de cultura com o arroz irrigado,
principal mente para minimizar os indices de infestac&o de
plantas daninhas (Porto et al. 1998). Nessas &reas, existea
possibilidade de ocorrerem os bi6tipos “milho” e “arroz”
de S. frugiperda, pois, de acordo com Pashley (1988), estes
coexistem em Porto Rico e nos Estados Unidos (Flérida,
GedrgiaeLouisiana).

O emprego da biologia molecular, mediante a utilizagdo
demarcadores moleculares, tem permitido aidentificacéo de
populagdes, racas e/ou espécies cripticas associadas as
plantas hospedeiras (Drés & Mallet 2002). Além disso, é
uma ferramenta importante para a realizagdo de estudos
aplicados (Pashley 1988) e tem se mostrado eficiente na
distingdo dos bidtipos “milho” e “arroz” de S. frugiperda
(Pashley etal. 1985, Luetal. 1992, Lu & Adang 1996, Levy
etal. 2002).

Dentre as técnicas de marcadores moleculares, o AFLP
(amplified fragment length polymorphism) destaca-se pelo
grande numero de marcadores gerados por reacdo
(capacidade multiplex), grande poder de deteccéo de
variabilidade genéticae maior robustez do ensaio (Voset al.
1995). Apesar de essa técnica ser dominante, ou seja,
detectar apenas um alelo por loco (presenca ou auséncia),
elafoi empregada com sucesso em estudos de diversidade
genética e estruturacdo populacional de insetos (Yan et al.
1999, Takami et al. 2004).

O manejo de insetos pragas vem sendo realizado dentro
das bases técnicas do manegjo integrado de pragas (MIP)
gue associa os conhecimentos do ambiente e da dindmica
populacional da espécie-alvo e utiliza todos os métodos e
técnicas apropriadas de forma tdo compativel quanto
possivel paramanter apopul agdo da pragaem niveis abaixo
dagueles capazes de causar dano econdmico. Entretanto,
paraque setenha éxito na utilizagéo das estratégias do MIP
visando o controle de S. frugiperda nas culturas do milho e
do arroz irrigado é preciso caracterizar as popul agbes da
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praga. Desta forma, o objetivo do trabalho foi analisar a
estrutura e diversidade molecular de quatro populacfes de
S. frugi perda associadas as culturasde milho earroz no Rio
Grandedo Sul.

Material e M étodos

Origem eCriacdodosInsetos. Foram coletadas|agartasde
guatro populacdes de S. frugiperda no Rio Grande do Sul
(500 insetos por populagdo) nos municipios de Santa Rosa
(latitude: 27°52" 15" Sul elongitude: 54° 28" 53" Oeste) ede
Uruguaiana (latitude: 29° 45" 17" Sul e longitude: 57° 05"
18" Oeste), tradicionalmente produtores de milho e arroz
irrigado, respectivamente, eno municipio de Pelotas (latitude:
31°46" 19" Sul elongitude: 52°20" 33" Oeste), que produz
milho earrozirrigado (lado alado). As popul agbes estudadas
receberam as seguintes denominagdes: A) milho SantaRosa
(M/SR); B) arroz Uruguaiana (A/U); C) milho Pelotas (M/P);
e, D) arroz Pelotas (A/P), deacordo com aculturaeoloca de
coleta. As lagartas coletadas foram criadas no Laboratério
de Biologiade Insetos (DFS'FAEM/UFPel) sobre folhas do
respectivo hospedeiro até a pupagdo. Os adultos foram
mantidos em gaiolas cilindricas de PVC (20 x 20 cm),
revestidasinternamente com papel jornal efechadasnaparte
superior com tecido tipo tule, alimentados com solugdo
aquosade mel a10%, sendo as posturas acondicionadas em
camaras climatizadas. Por ocasido da eclosdo, as lagartas
foram mantidasem dietaartificial de Greenemodificadaatéa
extracdo do DNA.

Extracdo e Quantificacdo do DNA. Osestudos moleculares
foramreglizados no Centro de Gendmicae Fitomelhoramento
(DF/FAEM/UFPel). A extragcdo do DNA gendmico de 10
lagartas de 4’ instar de cada populagéo (1° geracéo) seguiu o
protocolo descrito por Saghai-Maroof et al. (1984). Os
insetosforam maceradosinteirosem tubo de microcentrifuga
(1,5 ml) contendo 400 pl do tamp&o de extragdo [EB; 200 mM
TrispH 8,0; 200 mM NaCl; 25 mM EDTA; 0,5% SDS; 20 ug
de proteinase K] sendo tratados com 400 pl de CTAB 2%.
Para eliminacdo dos contaminantes presentes no DNA,
realizou-se uma extragdo organica [cloroférmio: &cool
isoamilico (24:1)]. Posteriormente, o DNA foi precipitado por
desidratacdo com isopropanol e etanol 70%, sendo diluido
em50 ul deTE[10mM TrispH 0,8%; 1 mM EDTA].

A guantificagdo do DNA foi realizada por el etroforeseem
gel de agarose (0,8%) corado com brometo de etideo, ondea
concentragc@o de DNA foi estimada através de comparagéo
com o padréo conhecido do marcador de massa molecular
Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). O DNA gendémico foi
armazenado a-20°C.

Técnicade AFL P. Asreactes de AFLP, conforme descrito
por Voset al. (1995) foram desenvolvidas utilizando-se o kit
AFLP® AnalysisSistem|. Aproximadamente 150 ngde DNA
gendmico de cadalagartaforam submetidos a digestdo com
enzimas de restricdo EcoRl e Msel e ligacdo de
oligonucleotideos adaptadores (Tabela 1). Em seguida, foi
realizadaaamplificacdo, utilizando iniciadores com umabase
seletiva (EcoRI-A e Msel-C) em 25 pl de reacéo.
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Tabelal. Adaptadores e seqiiéncia dos oligonucleotideosiniciadores (5'-3') usados natécnicade AFLP. FAEM/UFPel,

Pelotas, 2003.

Oligonuclectideoiniciador Tipo deoligonucleotideo iniciador Sequiéncia(5'-3')
EcoRI-Al Adaptador CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRI-A2 Adaptador AATTGGTACGCAGTCTAC
EACT +3 GACTGCGTACCAATTCACT
EACC +3 GACTGCGTACCAATTCACC
Msel-Al Adaptador GACGATGAGTCCTGAG
Msel-A2 Adaptador TACTCAGGACTCAT
MCAG +3 GATGAGTCCTGAGTAACAG
MCTC +3 GATGAGTCCTGAGTAACTC
MCAC +3 GATGAGTCCTGAGTAACAC

Posteriormente, o DNA pré-amplificado foi diluido (1:25) e
amplificado utilizando iniciadores com trés bases seletivas
(EcoRI-ANN e Msel-CNN), sendo que paraosiniciadores,
cadaN correspondeaumabase: A, C, T ou G. AsreacGesde
PCR foram realizadas em termociclador PTC-100 (MJ
Research).

A visudizago dos fragmentos amplificados foi realizada
ap6s a eletroforese (poténcia constante de 60 W, temperatura
de 60°C, por 90 min.) em gel desnaturante de poliacrilamida
(5%) em aparato vertical modelo 2 (Life Technologies)
contendo tamp&o de cuba TBE 1X. A coloragdo do gel com
nitrato de prata seguiu o protocolo descrito por Creste et al.
(2002).

Analise dos Dados e Estimativas dos Par @metros de
Diversidade Genética. Os produtos das reagfes de
amplificagdo seletiva foram classificados conforme
presenca (1) e auséncia (0) de bandas e somente os locos
polimorficos foram analisados. Para a estimativa das
frequéncias alélicas foi assumido que os locos
apresentavam equilibrio de Hardy-Weinberg, umavez que
oslocos de AFL P segregam como marcadores dominantes
endo permitem aestimativadiretadasfrequiéncias alélicas,
procedimento similar ao adotado por Yan et al. (1999) e
Takami et al. (2004). Desta forma, a frequéncia do alelo
recessivo (nulo) g no loco i, foi estimada pela formula:
g, = i, onde x, € a freqiéncia do homozigoto
recessivo (nulo) nolocoi eafregquénciado aelo dominante
(presente) foi estimada da seguinte forma: p, = [1 - q],
ondeq 0 éafrequénciado alelo recessivo (nuﬁ 0) g ho loco
i, através do programa AFLP-SURV 1.0 (Vekemanset al.
2002) Para a mensuracéo da diversidade genética foi
empregadaafuncéo de Shannon-Wiener: H'=- 3 p.log, (p),
ondep, serefereafrequénciado aleloi nolocoi, segundo
0 método proposto por Lewontin (1972), por ser apropriado
para a analise de dados binérios (presenca x auséncia),
como os obtidos com atécnicade AFLP.

Foram calculados os indices de diversidade dentro das
populacdes: i) H, (diversidade genética de cadaloco em
cada populagdo) com base nas freqiiéncias alélicas de cada
loco em cada populagéo, i) H pop (diversidade genéticamédia
de cada loco nas quatro populacfes) através da média
aritmética dos Hys de cada loco nas quatro populagdes e
iii) Hpop (diversidade genética dentro das popul agdes)

através da média aritmética do Hpop de todos os locos
estudados. Também foram determinados os indices de
diversidade entre as populagdes: i) Hegue (diversidade
genética de cada loco nas quatro populagdes) com base na
freqiéncia aélica de cada loco nas quatro populagdes e i)
Hespecie (diversidade genética total) atraves da média
aritmética dos HespaieS de todos os locos estudados.
Posteriormente, foi calculada a propor¢do da diversidade
genética presente dentro das populagdes em cada loco
analisado (H pop / H especie ) © €m todos os locos estudados
(H pop ! H%pec.e) bem como a proporc;ao da diversidade
genéticapresente entre as popul agdes em cadaum dos|ocos
estudados (H especie - Hpop )/ € €m todos (H especie - H pop )/
H espécie *

Os dados de presenca/auséncia de bandas obtidos na
analise de AFLP de 40 lagartas (10 de cada uma das
populacdes) foram também utilizados para o célculo da
similaridade genética entre todos os pares de individuos,
com o auxilio do programa computacional NTSY S (Rohlf
1989). No calculo da similaridade genética foi utilizado o
coeficiente de Dice (Dice 1945) e com base na matriz de
similaridade geradafoi construido um dendrogramaatravés
do método de agrupamento UPGMA.. Paraa verificagcdo do
gjuste entre amatriz de similaridade e 0 dendrograma obtido
foi calculado o coeficiente de correlagdo cofenética (r),
segundo Sokal & Rohlf (1962). A estabilidade estatistica
dos agrupamentos foi estimada pela andlise de bootstrap
com 1000 replicacOes através do programa computacional
Winboot (Yap & Nelson 1996).

Através dosvalores de Ho (diversidade genética de cada
loco em cada uma das popul agdes) foi estimada a distancia
euclidiana média entre as quatro populacbes de S.
frugiperda. Apds o célculo damatriz de distancias entre as
quatro populagdes foi construido um dendrograma pelo
método de agrupamento UPGMA.. Foi obtido o coeficiente
decorrelacdo cofenética(r) (Sokd & Rohlf 1962) paraverificar
0 gjuste entreamatriz dedissimilaridade e o dendrograma. A
nitidez dos grupos formados pela andlise de agrupamento
foi estimada a partir de um teste de bootstrap com 1000
replicagdes, por meio do aplicativo computacional Multiv
v.2.3 (Pillar 1997). Onde foi estimada a probabilidade da
formacdo de dois, trés ou quatro grupos, sendo que o nivel
de significancia utilizado para a determinacdo de um
agrupamento nitido foi deP< 0,01 (Pillar 1999).
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Resultados e Discussao

As cinco combinagdes de oligonucleotidios iniciadores
utilizadasgeraram otota de 241 bandasde DNA, sendo 95,0%
polimdrficas (229), caracterizando um elevado grau de
polimorfismo molecular nas populagdes estudadas (Tabela
1), evidenciando que os marcadores AFLP foram eficientes
na deteccdo da variabilidade genética presente nas
populages, fato também constatado por McMichael &
Pashley (1999) naidentificacdo dosbidtipos“milho” e* arroz”
de S frugiperda nos EUA. O nimero de bandas geradas por
combinacdo de oligonucleotidio iniciador variou de 39 a 68,
com uma média de 48 bandas (Tabela 1). Dentre as
combinagBes utilizadas, a que apresentou a maior
porcentagem delocos polimérficosfoi aM-CTC/E-ACT, com
98,5% dos locos polimdrficos, enquanto que a combinagdo
M-CTG/E-ACT, apresentou a menor com 92,3% dos locos
polimérficos (Tabela?2).

Osvaloresdadiversidade genéticadoslocosavaliados(H )
variaram de 0,29 a1 sendo igual ou superior a0,80 em 17,8%
dos locos, evidenciando a existéncia de grande diversidade
genéticanas popul agies estudadas e o fato de a freqiiénciado
alelo detectado (presenca de banda) estar muito proxima de
0,50 em grande parte dos locos avaiados. Para a diversidade
genéticade cadaloco dentro das populagdes ( H pop ) OSvalores
variaram de0,23a0,97 sendoigual ou superior a0,80 em 7,9%
doscasos. Emrelacdo adiversidade genéticatotal decadaloco
(H especie ) Osvaloresvariaram de 0,27 a1 sendoigual ousuperior
a 0,80 em 14,9% dos casos, mostrando que quando séo
consideradas as quatro popul agdes como um todo, afreqiiéncia
do ado detectado estd muito préximade 0,50 namaioria dos
locos. Através da andlise individua de cada um dos locos
constatou-se que a maior parte da diversidade genética esta
contida dentro das populagdes, ou seja, em 66,8% dos locos
menos de 5,0% da diversidade genética esta contida entre as
quatro populactes de S. frugiperda estudadas (dados ndo
apresentados).

Na Tabela 3, sdo apresentados os indices médios de
diversidade, considerando-se 0s 241 |ocos simultaneamente.
Ovdor dadiversidade genéticatotal ( H especie ) fOi alto (0,54)
estando proximo do valor estimado para a diversidade
geneticadentro das populagBes ( H pop ) de 0,47, evidenciando
gue as populacBes apresentam altos indices de diversidade
genética, sendo grande parte da diversidade mantidadentro
das populactes (88,0%) e pouco presente entre as quatro
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populagBes (12,0%). McMichael & Pashley (1999) também
constataram que a maior parte da diversidade genética é
mantida dentro das populacdes (76,0%) e que a parte
presente entre os biGtipos“milho” e“arroz” de S frugiperda,
corresponde a 24,0% da diversidade genética. A menor
diversidade genética detectada entre as populacdes
utilizadas no presente estudo, provavelmente, esta associada
ao menor tempo de cultivo simulténeo de milho e arroz no
Brasil em relagdo aos EUA, o que ocasionou um periodo
menor de convivio e consequientemente de coevolugdo entre
0s insetos e as plantas hospedeiras (milho e arroz).

O dendrograma obtido com base na similaridade genética
entre os 40 individuos avaliados, gerado a partir dos dados
depresenca/ausénciade bandasde AFLP (Fig. 1), evidenciou
aexisténcia de el evada sobreposi¢&o entre as popul agles de
S frugiperda estudadas, uma vez que a simples observacéo
do dendrogramanéo foi capaz de evidenciar algumatendéncia
de agrupamento. Dos nove agrupamentos que apresentaram
valores de bootstraping superiores a 30%, quatro foram
formados por insetos de apenas uma popul agdo: i) lagartas:
A0L, A07 e AO6; ii) lagartas: A05 e A10; iii) lagartas. D06,
D07, D08 e D10; e, iv) lagartas: C0O1, C04, C06 e C03. O
coeficiente de correlagdo cofenética (r) foi de 0,65,
evidenciando aexisténciade um gjusteregular entreamatriz
desimilaridade e o dendrograma obtido.

Por outro lado o dendrograma gerado com base ha
distancia euclidiana média entre as quatro populagdes
estudadas, obtido apartir dos dados da diversidade genética
(Hy) de todos os locos polimérficos (Fig. 2), revelou a
formacdo de dois grupos das popul agdes, de acordo com a
planta hospedeira, ressaltando-se a ocorréncia de maior
diferenciagdo molecular entre as populagbes associadas a
culturado milho. O coeficiente de correlacdo cofenética(r)
foi de 0,73, evidenciando a existéncia de um ajuste regular
entreamatriz de similaridade e o dendrogramaobtido. Dois
grupos foram formados: i) populacdes. Arroz/Pelotas e
Arroz/Uruguaiana, €, ii) populagdes. Milho/Pelotase Milho/
Santa Rosa.

Os resultados obtidos no presente estudo e em estudos
anteriores com populagbesde S. frugiperda (McMichael &
Pashley 1999), apontam para a existéncia de maior
similaridade genética entre as populacGes de uma mesma
plantahospedeira, sugerindo que aselecdo natural viaplanta
hospedeira foi o processo que orientou as populagdes no
sentido de aumentar o nivel de adaptagdo, fato relatado por

Tabela 2. Bandas consistentes obtidas para cada combinac&o de oligonucleotideos iniciadores utilizada na técnica de

AFLP. FAEM/UFPd!, Pelotas, 2003.

Combinagdes de oligonucleotideos Bandas
iniciadores Total Polimorficas (%) Monomérficas (%)

MCAG/EACT vivJ 40(95,2) 2(48)
MCTC/EACT 63 67(98,5) 1(15)
MCAC/EACC viva 39(92)9) 3(7,2)
MCTG/EACC 50 47(94,0) 3(6,0)
MCTG/EACT 0 36(92,3) 3(7.7)
Total 241 229(95,0) 12(5,0)




November - December 2004

Tabela 3. Estimativa dos indices de diversidade: H pop
(diversidade genética dentro das populactes), H espie
(diversidade genética total), H pop/ Hespecie (Proporgéo da
diversidade genética presente dentro das populacfes) e
( H espécie - Hpop )/ Hespacie  (proporgéo da diversidade
genética presente entre as populagfes), para as popul agdes
de S frugiperda. FAEM/UFPel, Pelotas, 2003.

Pardmetros Estimativas
Hpop 047
H espécie 0,54
Hjopl Hespeg e _ 0,88
(Hespécie- Hpop)lH&spécie 0,12

Schiuter & Nagel (1995) eKirkpatrick & Ravigné (2002).

A base genéticado milho cultivado € bem maisamplado
gue a base genética do arroz irrigado. Essa caracteristica
pode ter reflexo direto sobre a dieta das |agartas, sugerindo
a seguinte relacdo: quanto maior a base genética da planta
hospedeiramenor a pressdo de selecdo do alimento sobre a

Neotropical Entomology 33(6)

713

populacdo de lagartas e maior a distancia genética das
populacdes de lagarta (caso daculturado milho). O contrario,
também pode ser vélido para o arroz irrigado. Essa poderia
ser uma explicacdo paraamaior distanciagenéticaentre as
popul agdes das lagartas coletadas no milho. O genoma do
milho ndo exerceria tanta pressdo sobre as populagdes de
insetos, por possuir base genéticamais ampladecorrente da
utilizacdo de hibridos de diferentes companhias, os quais
sdo formados por genomas e grupos heterdticos distintos,
aliado ao fato de ser mais polimérfico devido ao sistemade
reproducéo albgama. Por outro lado, as populagdes de arroz
irrigado, por possuirem base genética menor e sistema de
reproducdo autdgama (menor polimorfismo), exerceriam maior
pressdo sobre a base genética das populagdes de insetos,
restringindo sua distancia genética.

O processo evolutivo esta associado a ocorréncia de
mutagdo que éafonte origina davariabilidade genéticadas
espécies, tendo como resultado aformagéo de novosalelos.
Posteriormente, a recombinacdo genética favorecida pela
migracdo dos insetos adultos de S. frugiperda a grandes
distancias, que de acordo com Johnson (1987), pode chegar
até 250 km, pode suprir apopulagdo com novas combinagdes
ampliando avariabilidade genética. Presumindo que osdois
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Figura 1. Dendrogramade 40 lagartas das popul agdes de S. frugiperda provenientes de &reasisoladas (A - Milho/Santa
Rosae B - Arroz/Uruguaiana) e areas adjacentes (C - Milho/Pelotas e D - Arroz/Pelotas), no Rio Grande do Sul. Obtido a
partir daandlise de AFLP utilizando o indice de similaridade de Dice (1945) e 0 méodo de agrupamento UPGMA. Osvalores
em % indicam o nimero de vezes que 0s insetos agruparam juntos em 1000 ciclos de andlise de bootstraping utilizando o

programaWinboot. FAEM/UFPel, Pelotas, 2003.
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Figura 2. Dendrograma das quatro populactes S. frugiperda provenientes de éreas isoladas (A - Milho/Santa Rosa e
B - Arroz/Uruguaiana) e &reasadjacentes(C - Milho/Pelotase D - Arroz/Pel otas), no Rio Grande do Sul. Obtido apartir dadistancia
euclidiana media com base nos vaores de (diversidade genética de cada loco em cada uma das quatro populagdes de S
frugiperda), utilizando o méodo de agrupamento UPGMA.. Estdo indicados os gruposformados apés o testedenitidez (P< 0,01)
apartir daandisede bootstrap com 1000 replicagdes, com auxilio do programaMultiv v.2.3. FAEM/UFPd, Pelotas, 2003.

eventos ocorram simultaneamente, o processo de selecdo
natural via planta hospedeira pode ter orientado as
populagdes a um maior nivel de adaptacdo em milho e em
arroz irrigado. Desta forma, insetos com caracteristicas
favoraveisasobrevivénciaem cadaplantahospedeiraforam
selecionados, aumentando a frequéncia dos alelos mais
adaptados e reduzindo a dos alelos de individuos menos
adaptados. Em fungdo disso, podem ter surgido os biétipos

“milho” e “arroz” de S. frugiperda, com composicéo
genética distinta.

Na Tabela 4, sdo apresentadas as combinacfes de
oligonucleatidiosiniciadores e os alelos com potencial para
diferenciar as populages de S. frugiperda associadas ao
milho eao arroz irrigado. Para as combinactes M-CAG/E-
ACT eM-CTC/E-ACT, foram detectados apenas doisal elos
na populacdo “arroz” (8 e 1, respectivamente), enquanto

Tabela4. Estimativa dos indices de diversidade para oslocos que apresentaram maior potencial de diferenciar as popul agdes
de S frugiperda provenientes das culturas do milho e arroz irrigado: H o(diversidade genética de cadaloco em cada populagéo),
H pop (diversidade genética média de cada loco nas quatro populagdes), H egedie (diversidade genética de cadaloco nas quatro
populagdes), H pop/ H egecie (Proporcéo da diversidade genética presente dentro das popul agdes em cada 10co) e (H egpecie -
H pop )/ H especie (Proporcéo da diversidade genética presente entre as popul agdes em cada loco). FAEM/UFPe, Pelotas, 2003.

Combi naQS‘O/LOCO HO H pop H espécie H pop /H espécie ( H espécie ~ H pop )/ H espécie
M/SR M/P A/P A/U
M-CAG/E-ACT -8 000 000 077 100 044 0,63 0,70 030
M-CTC/E-ACT -1 000 000 032 087 030 040 074 0,26
M-CTG/E-ACC- 16 077 049 000 000 031 040 0,79 021
M-CTG/E-ACC-18 049 064 000 000 028 035 082 0,18
M-CTG/E-ACC-42* 000 000 000 000 000 087 000 100
M-CTG/E-ACC-44 o4 077 000 000 035 044 030 020
M-CTG/E-ACC-45 000 000 064 087 038 049 0,78 022
M-CTG/E-ACC-46 000 000 049 077 031 040 0,79 021
M-CTG/E-ACC-470 000 000 000 000 0,00 087 0,00 1,00
M-CTG/E-ACT -20 04 049 000 000 028 035 082 0,18

M/SR: Milho/Santa Rosa; M/P: Milho/Pelotas; A/P: Arroz/Pelotas; A/U: Arroz/Uruguaiana
* Monomodrfico para as popul agdes provenientes da cultura do milho (M/SR e M/P)
© Monomodrfico para as popul agdes provenientes da cultura do arroz irrigado (A/P e A/U)
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gue paraacombinacdo M-CTG/E-ACT foi detectado apenas
o aelo 20 napopulagdo “milho”. JAnacombinacdo M-CTG/
E-ACC, foram detectados sete alel os: trés polimarficos (16,
18 e 44) e um monomorfico (42) presentes apenas na
populagéo “milho” (M/SR e M/P); e, doispolimdrficos (45 e
46) eum monomorfico (47) presentes apenas na popul acéo
“arroz” (A/U e A/P). Ressdlta-se, que osaelos42 e47 (M-
CTG/E-ACC) foram capazes de detectar 100% dasdiferencas
genéticas entre as popul agdes associadas ao milho e arroz
irrigado. Esses locos podem se tornar possiveis sondas ou
iniciadores relacionados a caracteres adaptativos de
interesse e/ou de diferenciagdo dos possiveis bidtipos.
Futuros estudos deveréo ser conduzidos no sentido de eluir
os fragmentos de DNA (alelos) para seqlienciamento. O
conhecimento da sequéncia de bases dos referidos locos
permitirdarealizacdo de trabal hos voltados a associagéo da
biol ogia adaptativa dos biétipos “ milho” e “arroz”, com os
respectivos genes prospectados.

Diante dos resultados, e considerando os demais estudos
fenotipicos e genotipicos, ocorrem no Rio Grande do Sul os
biétipos“ milho” e“arroz”’ de S frugiperda. Emfuturosestudos,
devera ser andlisada a compatibilidade reprodutiva entre os
biétipos, afim de caracterizar se sdo ragas associadas as plantas
hospedeiras ou espécies cripticas (Dres& Mallet 2002).
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