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as tendéncias do mundo também mudariam. A medida que um homem muda sua propria
natureza, 0 mesmo acontece com a atitude do mundo em relacdo a ele. Este € o mistério
divino supremo. E algo maravilhoso e a fonte da nossa felicidade. N&o precisamos esperar

para ver o que os outros fazem.’

Mahatma Gandhi



SUMARIO
=Y 011/ 2T 10
ABSTRACT .ottt sttt sttt sttt s st e sttt en et nten et tan s 11
LISTA DE FIGURAS ......oooiiieiieeeeessse s tesses s tsnes s s st en s nasnsssenssnssn st 12
LISTA DE TABELAS ... ten s see st nae s s st en st 14
1. INTRODUGAD ...ttt see st n s 15
REFERENCIAS ...ttt sttt sn sttt sttt aneeas 19

2. CARACTERIZACAO DA SUSCETIBILIDADE A DIFERENTES INSETICIDAS E DA
RESISTENCIA A TEFLUBENZURON EM RACAS DE Spodoptera frugiperda

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ....ccuteiieiesteese ettt anee sttt sae s sraestesneesneennes 25
RESUMO ...ttt e s e e et e e st e e sa b e e e snte e e ante e e e nteeenneeeennaeeans 25
ABSTRACT ..ttt ettt bt s e bbb e b bR e R bt n et et ne et s 25
/20 I {10 T L1 o To USROS 26
2.2. Material € MELOAOS .......cveiieiieiece ettt e sre s reene e 27

2,20, INSBLOS ...ttt ettt ettt et b et b e bt b e b be e nbe e nae e 27
2.2.2. ldentificacdo de racas por meio dos marcadores COl € TPi...ccccoeveerreiiieveerieennnnn 28
2.2.3. Selecdo de linhagens resistentes a teflubenzuron em racas de S. frugiperda......... 30

2.2.4. Caracterizacdo da suscetibilidade de ragas de S. frugiperda a inseticidas de

diferentes grupoS QUIMICOS .......cveiierieieeiie ettt 31
2.2.5. Caracterizacdo da resisténcia de ragas de S. frugiperda a teflubenzuron............... 33
2.2.6. ANALISE ESTALISTICA . ..eoveevieiieieie et 33
2.3, RESULTADOS ....eeiutiiiitieitie sttt ettt ettt h ettt ehe et e ke e et e nbe e e b e e be e e b e e nnn e 34
2.3.1. Identificacdo de ragas por meio de marcadores COl € TPi....cccovvververviierverennnnnn 34

2.3.2. Caracterizacdo da suscetibilidade de racas de S. frugiperda a inseticidas de

diferentes grupoS QUIMICOS.......ccviiiiieiieeie ettt sre e sre e 36
2.3.3. Caracterizagdo da resisténcia de ragas de S. frugiperda a teflubenzuron............... 41
2.4, DISCUSSAD ...ceuieeiieeitiasiee sttt estee st esteeaste e bt e ssbe e sbeessbe e s bt e e sbe e sheeambe e beeanbeesbeeanbeeabeeanteenneeanes 42
2.5, CONCLUSOES .....eitiiiteieitie sttt ettt ettt ettt sae e s s et e e st e e she e anb e e beeenbeesbeeanbeeeneeenteenneeanes 45

REFERENCIAS ..ot e e e e et e s e r et e e e s e e e s et e e et e e e s e e s e e e eseees e eenarans 45



3. AVALIACAO DO CUSTO ADAPTATIVO ASSOCIADO A RESISTENCIA A
TEFLUBENZURON EM RAGCAS DE Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA:

NOCTUIDAE) ..ottt sttt ettt e sttt ebe st et e seabeste st e neste st eneebeneens 51
RESUMO ...ttt bbbt s et s ettt e b et et e e e b e st e e eneane s 51
A B ST R A C T et e e et e e arren ol
KT8 B [N 1270 0] U Y@ SR 52
3.2. MATERIAL E METODOS .....veuvettateteseasesseseesessesseseesessesseseasessessesessessessasessessessasessensesessensens 53

B2, 1L INSEBLOS ...ttt 53
3.2.2. Biologia de linhagens suscetiveis, resistentes e heterozigotas de S. frugiperda.... 54
3.2.3. ANAlISE BSLALISTICA. ... c.vevivisiicieeeeiee et 55
3.3 RESULTADOS ... cctttiieteitesteiettstestetesestestesessesseeeseabesbessesesbesbeseabe st e s eseebe st eneesestenseneeseseens 56
3.3.1. Duracao das fases bIiolOgICaS ..........ccevveiieiiiic i 56
3.3.2. Sobrevivéncia das fases DIOIOGICAS .........ccoueeiireiiiie e 57
3.3.3. PESO T8 PUPA. ..ttt sttt bbbttt n bt 58
3.3.4. RAZA0D SEXUA ....eeivieiieieie st 59
3.3.5. FECUNAIAAAE ...t re e 59
3.3.6. Periodos de pré-oviposi¢ao, oviposicao € PAS-0VIPOSIGAD.........cccerveerererenerienns 60
3.3.7. Longevidade de adUITOS .........cccveiiiiiiiiiiieieieee e 61
3.3.8. Parametros de crescimento populacional ... 62
3.2, DISCUSSAD ...vuvetieiiatiesiesieieste st te st s et e e et et e bt teese e st e e e e besbeebe e b e e be e st e st e nbeneesbesbenbeann 64
KT T O] 4 Tod (11T SRR 67
REFERENCIAS ..ottt sttt 68

4. ANALISE COMPARATIVA DA EXPRESSAO GENICA ENVOLVIDA NA
RESISTENCIA A TEFLUBENZURON EM RACAS DE Spodoptera frugiperda

(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) ...ttt ettt 71
] U SR 71
F N = S I ¥ S P SSTR 71

L I 1N 210 5 10T\ T 72
4.2, MATERIAL E METODOS ...uttiiutteattteteesteeateesieeasseessseassesssseassesssseaasesasseessesasneessesanneesseesnns 73
A R [ 1 T=1 (01 SRR PROPO 73
4.2.2. Extracdo de RNA e sintese de CDNA ..o 74
4.2.3. Analise de expressdo génica por PCR em tempo real..........ccccoeveeveieeieciiesneee. 75

A.2.4, ANALISE ESTALISTICA. ....cee e ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e aaaaa 76



4.3, RESULTADOS ....uvteteeauteesteeasteeaieeasteesseeeseessseasbeeaseeabeeaabeeabeesabeeabeeambeeabeeenneenbseanbeeanneanneens 80

4.3.1. Anélise de expressdo génica por PCR em tempo real .........ccccooevveiniincienncnienn 80
4.4, DISCUSSAO ....euieetiteteeetee sttt ettt b et b et b etk b st b bt bbb bbbt st e et b et bene 89
4.5, CONCLUSOES ....cutetttetiietesestese sttt sttt sttt eb ekt b s b bt bbbt bbb e bbb et bene 94
REFERENCIAS ..ottt 94

5. CONSIDERAGCOES FINALIS ..ot 101



10

RESUMO

Caracterizacao da resisténcia a teflubenzuron em racas de Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

O conhecimento da variabilidade intraespecifica em populacdes de insetos-praga é de
fundamental importancia para a implementacdo de programas efetivos de manejo integrado,
principalmente para pragas polifagas. O impacto da diferenciacdo de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith) em duas ragas associadas a hospedeiros denominadas de ragas “arroz” e “milho”,
assim como “hibridos” resultantes do cruzamento entre estas racas, n0 manejo desta praga
precisa ser melhor entendido. Sendo assim, o objetivo da presente pesquisa foi o de verificar
se as racas de S. frugiperda podem influenciar na evolucdo da resisténcia a inseticidas,
principalmente a teflubenzuron. Foram realizados estudos para (i) caracterizar a
suscetibilidade de racas de S. frugiperda a diferentes inseticidas (chlorantraniliprole,
chlorfenapyr, chlorpyrifos, spinetoram, indoxacarb, lambda-cyhalothrin, methomyl,
methoxyfenozide, teflubenzuron e thiodicarb); (ii) selecionar e caracterizar a resisténcia a
teflubenzuron em ragas de S. frugiperda; (iii) avaliar o custo adaptativo associado a
resisténcia a teflubenzuron em racas de S. frugiperda; e (iv) investigar o padrdo de expressao
de genes potencialmente relacionados ao mecanismo de resisténcia a teflubenzuron em ragas
de S. frugiperda. As racas de S. frugiperda utilizadas nesta pesquisa foram isoladas a partir de
uma populagdo de S. frugiperda coletada na cultura do milho no Estado do Rio Grande do
Sul, mediante o0 uso de marcadores genéticos do DNA mitocondrial (COI) e nuclear (Tpi).
Foram encontrados apenas individuos das racas milho (77%) e hibrida (23%) nesta populacéo.
A raca milho apresentou maior suscetibilidade que a raca hibrida para a maioria dos
inseticidas testados, exceto para indoxacarb e spinetoram. Houve resposta a pressdo de
selecdo para resisténcia a teflubenzuron nas racas milho e hibrida de S. frugiperda, sendo que
a linhagem resistente da raca hibrida apresentou CLso cerca de 5 vezes maior que a da raga
milho. A anélise de custo adaptativo, baseado nos parametros da tabela de vida de fertilidade,
indicou que ha custo adaptativo associado a resisténcia a teflubenzuron nas racas milho e
hibrida de S. frugiperda e que o fator raca ndo influenciou na magnitude do custo adaptativo.
A anélise de expressao de genes potencialmente relacionados a resisténcia de S. frugiperda a
teflubenzuron indicou que as racas milho e hibrida apresentaram padrdo de expressdo génica
distinto para a maioria dos transcritos avaliados; sendo que as proteinas cuticulares RR-1 e
RR-2 foram superexpressas na raca hibrida resistente a teflubenzuron e as enzimas CYPs
foram superexpressas na ragca milho resistente a teflubenzuron. s resultados obtidos no
presente trabalho reforcam a relevancia da identificacdo de racas de S. frugiperda para a
caracterizacdo da suscetibilidade a inseticidas e na elaboracdo de estratégias de manejo da
resisténcia.

Palavras-chave: Manejo da resisténcia de insetos, Teflubenzuron, Lagarta-do-cartucho, Racas
associadas a hospedeiros, Variabilidade intraespecifica, Custo adaptativo,
Expresséo diferencial de genes
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ABSTRACT

Characterization of resistance to teflubenzuron in host-strains of Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)

The knowledge of intraspecific variability in insect pest populations is crucial for
implementing effective integrated management programs, mainly for polyphagous pests. The
impact of the differentiation of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) in two host-associated
strains named “rice” and “corn” strains, as well as “hybrids” resulting from the interstrain
matings, on the management of this pest needs a better understanding. Therefore, the
objective of this research was to verify if the host-associated strains of S. frugiperda can
influence the resistance evolution to insecticides, mainly to teflubenzuron. Studies were
conducted to (i) characterize the susceptibility of the host-strains of S. frugiperda to different
insecticides (chlorantraniliprole, chlorfenapyr, chlorpyrifos, indoxacarb, lambda-cyhalothrin,
methomyl, methoxyfenozide, spinetoram, teflubenzuron and thiodicarb); (ii) select and
characterize the resistance to teflubenzuron in host-strains of S. frugiperda; (iii) evaluate the
fitness cost associated with teflubenzuron resistance in host-strains of S. frugiperda; and (iv)
investigate the expression pattern of genes potentially related to the mechanism of resistance
to teflubenzuron in host-strains of S. frugiperda. The host-strains of S. frugiperda used in this
study were isolated from a population of S. frugiperda collected on cornfields in Rio Grande
do Sul State using mitochondrial (COIl) and nuclear (Tpi) DNA genetic markers. Only
individuals from corn (77%) and hybrid (23%) strains were found in this population. The corn
strain presented higher susceptibility than the hybrid strain to most of the insecticides tested,
except for indoxacarb and spinetoram. There was selection response for resistance to
teflubenzuron in both corn and hybrid strains, with LCso for the hybrid strain approximately 5
times higher than for the corn strain. The fitness cost analysis, based on the fertility life table
parameters, indicated that there is a fitness cost associated to teflubenzuron resistance in corn
and hybrid strains of S. frugiperda and the host-strain factor did not influence the magnitude
of the fitness cost. The expression analysis of genes potentially related to the teflubenzuron
resistance in S. frugiperda indicated that the hybrid and corn host-strains presented distinct
gene expression patterns to most of the evaluated transcripts; such as the cuticular proteins
RR-1 and RR-2 were superexpressed in the teflubenzuron-resistant hybrid host-strain and the
CYPs enzymes were superexpressed in the teflubenzuron-resistant corn strain. The results
obtained here reinforce the relevance of identification of the host-strains of S. frugiperda to
characterize the susceptibility to insecticides and to design resistance management strategies.

Keywords: Insect resistance management, Teflubenzuron, Fall armyworm, Host-strains,
Intraspecific variability, Fitness cost, Differential gene expression
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1. INTRODUCAO

A evolucdo da resisténcia de insetos a inseticidas € um dos grandes desafios da
agricultura mundial (SPARKS; NAUEN, 2015; TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE,
2013). Desde a documentacdo do primeiro caso de resisténcia em 1914 até o ano de 2021,
cerca de 17.000 casos de resisténcia a inseticidas foram relatados para diferentes pragas ao
redor do mundo (SPARKS et al., 2021). A resisténcia € uma caracteristica genética que
permite que um inseto e seus descendentes tolerem doses maiores de um determinado
inseticida que os demais individuos da mesma populacdo (TABASHNIK et al., 2014). Devido
a variabilidade genética presente em uma populacdo de qualquer espécie de organismo Vvivo,
alguns individuos sdo pré-adaptados a determinadas alteracdes, como por exemplo maior
tolerancia a inseticidas (GEORGHIOU, 1972; GEORGHIOU; TAYLOR, 1977). Na presenca
da pressdo de selecdo do inseticida, os insetos munidos dessa adaptacdo serdo selecionados e
uma vez atingida uma determinada frequéncia critica de resisténcia, ira refletir em falhas de
controle da espécie com o uso deste inseticida (GEORGHIOU, 1969, 1972; ROUSH,;
MCKENZIE, 1987).

A frequéncia de alelos resistentes na populacdo de insetos-praga € um dos fatores que
deve ser considerado para estabelecer programas adequados de manejo (GEORGHIOU;
TAYLOR, 1977; TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE, 2013). Em geral, os alelos
resistentes a um determinado inseticida na populacdo de uma dada espécie esta associada a
presenca de custo adaptativo, permitindo assim a manutencdo destes alelos em baixa
frequéncia (GEORGHIOU, 1972; GEORGHIOU; TAYLOR, 1977; MORRIS;
GEORGHIOU; SAITO, 1984). Porém, qualquer distdrbio nessa populacdo, como um
acréscimo da pressdo de sele¢do, causa uma mudanca em favor do aumento da frequéncia de
alelos resistentes, principalmente se este ativar as mesmas vias de resposta dos insetos que 0s
inseticidas ativam (FFRENCH-CONSTANT, 2013). Isto é frequentemente observado em
insetos polifagos, que ao longo da evolucdo ao se adaptarem a diversas plantas hospedeiras
também diversificaram os genes ligados a enzimas de desintoxicacdo de inseticidas (HARDY
etal., 2018).

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), é uma espécie de origem tropical endémica do hemisfério ocidental (POGUE,
2002). A espécie é considerada altamente polifaga, com ocorréncia relatada em 353 espécies
de plantas em 76 familias (MONTEZANO et al., 2018). Entre essas plantas encontram-se

varias culturas agricolas de grande importancia econdmica, como o milho, algoddo, arroz,
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soja e sorgo (MONTEZANO et al., 2018). Esta espécie apresenta ocorréncia em toda a
América, desde o Canada até a Argentina (POGUE, 2002; CABI, 2021). No entanto, nao se
encontra mais restrita apenas ao continente Americano, visto que desde o ano de 2016 sua
presenca foi relatada na maioria dos paises dos continentes Africano e Asiatico e, mais
recentemente, da Oceania (CABI, 2021).

Devido a alta variabilidade genética em populacBes de S. frugiperda, foram
identificadas duas racas associadas a plantas hospedeiras, sendo uma encontrada se
alimentando preferencialmente em culturas de milho, sorgo e algod&o (raca milho), e a outra
usualmente encontrada se alimentando em arroz e outras gramineas (raca arroz) (BUSATO et
al., 2004; PASHLEY, 1986; PASHLEY; MARTIN, 1987). No entanto, estas racas podem
coexistir em uma determinada cultura, conforme relatado em estudos realizados no Brasil
(SILVA-BRANDADO et al., 2018), nas Américas do Norte e Central (PROWELL et al., 2004),
na Africa (JACOBS; VUUREN; RONG, 2018; OTIM et al, 2018) e na Asia
(SHARANABASAPPA et al.,, 2018, SWAMY et al., 2018). As racas arroz e milho sdo
morfologicamente semelhantes, contudo, apresentam diferencas em diversos aspectos
fisioldgicos e comportamentais, como diferentes nimeros de genes relacionados a processos
de desintoxicacdo de xenobidticos (GOUIN et al., 2017), metabolizacdo de compostos
secundarios vegetais (SILVA-BRANDAO et al., 2020), desempenho bioldgico (ORSUCCI et
al., 2020; SILVA-BRANDAO et al., 2017), composicdo feromonal (GROOT et al., 2008;
UNBEHEND et al., 2013), divisdo alocronica de copula (SCHOFL; HECKEL; GROOT,
2009), entre outros.

Em virtude da semelhanca dos caracteres morfoldgicos partilhados entre as duas
racas, a identificagcdo por meio de marcadores moleculares tem se mostrado mais promissora,
tais como os marcadores do DNA mitocondrial, principalmente o gene Citocromo oxidase
subunidade | (COI) (LEVY; GARCIA-MARUNIAK; MARUNIAK, 2002; NAGOSHI et al.,
2019). Mais recentemente, tem se adotado também o uso de marcadores nucleares, com foco
no gene Triose fosfato isomerase (Tpi) (NAGOSHI, 2010; NAGOSHI et al., 2019). O Tpi é
um marcador ligado ao cromossomo sexual Z (NAGOSHI, 2010), sendo assim, considerando
0 sistema de determinacdo sexual ZW em Lepidoptera (SAHARA; YOSHIDO; TRAUT,
2012), fémeas apresentam o gene em hemizigose, carregando apenas uma copia, enquanto que
machos carregam duas cépias, podendo apresentar 0 gene em homozigose ou heterozigose,
com uma cépia Tpi-Arroz e outra Tpi-Milho para o SNP e41g3 (NAGOSHI et al., 2018). O uso

conciliado de marcadores mitocondrial e nuclear permitiu a identificacdo de individuos
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denominados de “hibridos”, fruto do acasalamento interracial. Esses individuos apresentam
discordancia entre marcadores, ou seja, DNA mitocondrial referente a uma raga e nuclear
referente a outra (NAGOSHI, 2019; NAGOSHI et al., 2019).

A elevada pressdo exercida por essa praga nos agroecossistemas tem acarretado na
utilizacdo excessiva de inseticidas e plantas geneticamente modificadas para o controle de S.
frugiperda. Como consequéncia, casos de resisténcia de S. frugiperda ja foram relatados para
inseticidas de diferentes grupos quimicos, como organofosforados (CARVALHO et al., 2013;
GARLET et al., 2021), piretroides (CARVALHO et al, 2013; DIEZ-RODRIGUEZ;
OMOTO, 2001), diamidas (BOLZAN et al., 2019), espinosinas (LIRA et al., 2020; OKUMA
et al., 2017), benzoilureias (NASCIMENTO et al., 2021, 2016), avermectinas (MURARO et
al.,, 2021), e tecnologias que expressam proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis
Berliner (Bt) (CHEN et al., 2019; FARIAS et al., 2014; HORIKOSHI et al., 2016; OMOTO
et al., 2016).

Um grupo de inseticidas bastante utilizado no controle de S. frugiperda tem sido as
benzoilureias. Estes inseticidas datam da década de 1970, e vem sendo empregados no
controle de pragas desde entdo (DAALEN; MULDER; WELLINGA, 1972;
MERZENDORFER, 2013; WELLINGA; MULDER; DAALEN, 1973). O inseticida
diflubenzuron foi o prototipo das benzoilureias, e a partir dele foram desenvolvidos outros
derivados com maior atividade inseticida, como triflumuron, clorfluazuron, hexaflumuron,
flufenoxuron, lufenuron, novaluron e por fim, teflubenzuron (MERZENDORFER, 2013).
Estudos recentes demonstraram que as benzoilureias podem estar agindo na quitina sintase |
(CHS1) (DOURIS et al.,, 2016), enzima que catalisa a reacdo de incorporacdo de N-
acetilglicosamina durante a sintese de quitina. A quitina € um polissacarideo essencial para a
manutencdo estrutural e rigidez do tegumento do inseto, e é encontrada em diversas estruturas
internas, incluindo o revestimento interno do canal alimentar (matriz peritrofica), dutos
genitais, sistema traqueal e dutos de glandulas dérmicas. As principais caracteristicas de
insetos contaminados por benzoilureias sdo a ocorréncia de deformacOes estruturais no
tegumento e matriz peritrofica, retencdo de estruturas e tecidos pos-ecdise, rompimento do
tegumento recém-formado e extravasamento de hemolinfa, podendo inclusive ter efeitos sob a
fertilidade e fecundidade de fémeas adultas (MERZENDORFER, 2013; MERZENDORFER
etal., 2012).

As benzoilureias agem principalmente via ingestdo, comprometendo a sintese de
quitina nos insetos, e devido ao seu mecanismo de acdo especifico, apresentam baixa

toxicidade a organismos ndo-alvo (SUN et al., 2015), diferentemente da grande maioria dos
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inseticidas disponiveis que agem principalmente no sistema nervoso, o qual é compartilhado
entre os animais (LIEBESKIND et al., 2016). Sua seletividade aliada a alta atividade
bioldgica contra espécies-praga, fizeram com que as benzoilureias se tornassem uma Otima
alternativa para o controle de pragas (SUN et al., 2015), o que possibilita a utilizacdo destas
no esquema de uso rotacionado de inseticidas, estratégia esta que pode retardar a evolugéo de
resisténcia (MATSUMURA, 2010). Contudo, alguns inibidores da biossintese de quitina vém
apresentando falhas no controle de S. frugiperda no Brasil, e dentre eles destacam-se
lufenuron e teflubenzuron (NASCIMENTO et al., 2016, 2021).

A resisténcia a benzoilureias em S. frugiperda foi relatada como sendo
majoritariamente metabdlica, a qual é dada principalmente pela regulagdo da expressdo de
enzimas de desintoxicacdo (NASCIMENTO et al., 2021, 2015), dentre elas as citocromo
P450s (CYPs), glutationa-S-transferases (GSTs), esterases (CCEs) e UDP-glicosiltransferases
(UGTs) (GOUIN et al., 2017). Estas enzimas também atuam na desintoxicacdo a compostos
secundarios de plantas e na adaptacdo a plantas hospedeiras distintas, tais como milho e arroz.
Recentemente, foi relatado que as racas arroz e milho apresentam diferentes nimeros de
genes ligados a processos de desintoxicacdo e digestdo (GOUIN et al., 2017). A abundancia
de genes CYP altamente expressos ja foi descrita como sendo um dos principais mecanismos
que conferem a resisténcia de S. frugiperda a benzoilureias (NASCIMENTO, 2018)
(NASCIMENTO et al., 2015).

A variabilidade genética intraespecifica que deu origem as racas arroz e milho de S.
frugiperda pode influenciar na suscetibilidade desses herbivoros as defesas das plantas e
também as taticas empregadas para o controle da espécie em campo. Estudos tém indicado
que ragas de S. frugiperda apresentam diferenciagdo no padrdo de suscetibilidade a
inseticidas, proteinas Bt e baculovirus (ADAMCZYK et al., 1997; BUSATO et al., 2006;
INGBER et al., 2021; INGBER; MASON; FLEXNER, 2018; POPHAM; ROWLEY;
HARRISON, 2021; RIOS-DIEZ; SALDAMANDO-BENJUMEA, 2011). As diferencas
fisiologicas entre as duas racas podem influenciar no custo adaptativo associado a resisténcia
a inseticidas. O conjunto de caracteristicas, sendo um deles a alta expressdo de diferentes
genes resultantes da evolucdo da resisténcia acarreta em um custo adaptativo para o inseto,
devido a realocacdo de recursos e energia em processos metabdlicos e do desenvolvimento
(KLIOT; GHANIM, 2012). Qualquer alteracdo molecular nesses processos pode interferir em

pardmetros da tabela de vida de fertilidade, além de outros como redugdo na capacidade de
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defesa a inimigos naturais, sobrevivéncia e/ou sucesso reprodutivo na auséncia da presséo de
selecdo (KLIOT; GHANIM, 2012; RAYMOND; WRIGHT; BONSALL, 2011).

No presente trabalho foi proposta a investigacéo para compreender se a existéncia de
racas de S. frugiperda pode influenciar nos processos de evolucdo da resisténcia a inseticidas,
com énfase a teflubenzuron. Para tanto, a partir de uma populacéo de S. frugiperda coletada
na cultura do milho no Estado do Rio Grande do Sul foram isoladas as ragas com o uso de
marcadores genéticos do DNA mitocondrial (COIl) e nuclear (Tpi) para: (1) caracterizar a
suscetibilidade de racas de S. frugiperda a diferentes inseticidas, (2) selecionar e caracterizar a
resisténcia a teflubenzuron em racas de S. frugiperda; (3) avaliar o custo adaptativo associado
a resisténcia a teflubenzuron em racas de S. frugiperda; e (4) investigar o padrdo de expressao
de genes potencialmente relacionados ao processo de resisténcia a teflubenzuron em racas de
S. frugiperda. Com a realizacdo desses estudos, sera possivel entender as possiveis
implicagdes de ragas de S. frugiperda no manejo da resisténcia e estabelecer medidas
proativas a serem tomadas em ambito global visto a recente invaséo de S. frugiperda para

paises de outros continentes.
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2. CARACTERIZAQAO DA SUSCETIBILIDADE A INSETICIDAS E DA
RESISTENCIA A TEFLUBENZURON EM RACAS DE Spodoptera frugiperda
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO

O conhecimento da suscetibilidade de insetos a inseticidas é de extrema importancia
para o estabelecimento de estratégias de manejo da resisténcia. Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) é um dos principais insetos-praga para diversas culturas de importancia econémica. A
existéncia de duas racas associadas a hospedeiros de S. frugiperda ja foi descrita, sendo
denominadas de raca arroz (R) e raca milho (C), assim como “hibridos” (RC) resultantes do
cruzamento entre estas racas. Devido as diferengas fisioldgicas e comportamentais ja
documentadas entre as racas de S. frugiperda, os objetivos do presente estudo foram (i)
caracterizar a suscetibilidade de racas de S. frugiperda a inseticidas e (ii) selecionar e
caracterizar a resisténcia a teflubenzuron em racas de S. frugiperda, a partir de uma populagéo
coletada na cultura do milho no Estado do Rio Grande do Sul. A identificagdo de ragas de S.
frugiperda foi feita com o uso de marcadores genéticos do DNA mitocondrial (COI) e nuclear
(Tpi), sendo encontradas apenas individuos das racas milho (C) e hibrida (RC). As
caracterizacdes da suscetibilidade das linhagens suscetiveis racas milho (C-Sus) e hibrida
(RC-Sus) a 10 diferentes inseticidas (chlorantraniliprole, chlorfenapyr, chlorpyrifos,
spinetoram, indoxacarb, lambda-cyhalothrin, methomyl, methoxyfenozide, teflubenzuron e
thiodicarb), assim como das linhagens resistentes a teflubenzuron em ragas milho (C-Res) e
hibrida (RC-Res) foram feitas pelos métodos de bioensaio de aplicacao tépica ou tratamento
superficial da dieta artificial, de acordo com o0 modo de acdo e formulacdo de cada inseticida.
Para a maioria dos inseticidas testados, a CLso da linhagem RC-Sus foi cerca de 1,5 a 2 vezes
maior que da linhagem C-Sus, exceto para spinetoram e indoxacarb. Para teflubenzuron, a
linhagem RC-Sus apresentou CLso aproximadamente 8 vezes maior que a da linhagem C-Sus.
A linhagem resistente RC-Res apresentou CLsp cerca de 5 vezes maior quando comparada a
C-Res. As raz0es de resisténcia encontradas foram de 243,62 vezes para RC-Res e 365,08
vezes para C-Res. Em suma, a raca milho de S. frugiperda apresentou maior suscetibilidade
para a maioria dos inseticidas testados. Esses resultados reforcam a relevancia da
identificacdo de racas de S. frugiperda nos estudos de caracterizacdo da suscetibilidade a
inseticidas.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho; Ragas associadas a hospedeiros; Manejo da resisténcia a
inseticidas

ABSTRACT

The knowledge of the insect susceptibility to insecticides is greatly important for the
implementation of resistance management strategies. Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) is
one of the major insect pests in various crops of economic importance. Two host-associated
strains were described for this specie, designated as corn (C) and rice (R) strains, as well as
“hybrids” (RC) resulting from the interstrain matings. Due to morphological and
physiological differences between these host-strains, the objective of this study was to (i)
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characterize the susceptibility of S. frugiperda host-strains to different insecticides and (ii)
select and characterize the teflubenzuron resistance in S. frugiperda host-strains, from a
population collected in cornfields from the Rio Grande do Sul state. The identification of S.
frugiperda host-strains was performed by the use of mitochondrial (COI) and nuclear (Tpi)
DNA genetic markers, and only individuals from corn and hybrid strains were found in this
population. The characterization of the susceptibility of susceptible strains from corn (C-Sus)
and hybrid (RC-Sus) strains to 10 different insecticides (chlorantraniliprole, chlorfenapyr,
chlorpyrifos, spinetoram, indoxacarb, lambda-cyhalothrin, methomyl, methoxyfenozide,
teflubenzuron e thiodicarb), as well as the resistance of resistant strains from corn (C-Res) and
hybrid (RC-Res) strains to teflubenzuron, were performed by the topical application or diet-
overlay bioassays methods, according to the mode of action and formulation of each
insecticide. The LCso of the RC-Sus strain was 1.5 to 2 times higher when compared to the C-
Sus strain for most of the insecticides tested, except for spinetoram and indoxacarb. For
teflubenzuron, the RC-Sus presented LCso approximately 8 times higher when compared to
the C-Sus strain. The resistant strain RC-Res presented LCso approximately 5 times higher
when compared to the C-Res. The resistance ratios found were 243.62-fold for RC-Res and
365.08-fold for C-Res. In summary, the corn strain of S. frugiperda showed higher
susceptibility to most of the insecticides tested. These results reinforce the relevance of the
identification of host-strains of S. frugiperda to characterize the susceptibility of insecticides.

Key words: Fall armyworm; Host-associated strains; Insecticide resistance management

2.1. Introducéo

A resisténcia de insetos a inseticidas € um dos principais desafios em programas de
manejo de pragas, dada a relevancia das perdas econdmicas e dos impactos no sistema de
producdo agricola. A evolucdo de resisténcia pode resultar na baixa eficacia do inseticida
utilizado para controlar a praga, ocasionando na perda da tecnologia no campo e reduzindo as
opcOes para rotacdo de inseticidas (SPARKS; NAUEN, 2015), desta forma, € de extrema
importancia preservar a vida Util dos inseticidas existentes.

Uma das pragas-chave no cenario agricola mundial é Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) a qual tem demonstrado grande relevancia devido as suas
caracteristicas bioecoldgicas, dentre elas alta capacidade adaptativa, a qual vem acarretando
em diversos casos de resisténcia a inseticidas de diferentes grupos quimicos (BOLZAN et al.,
2019; CARVALHO et al., 2013; DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001; MURARO et al.,
2021; NASCIMENTO et al., 2016, 2021; OKUMA et al., 2017).

A existéncia de duas ragas associadas a hospedeiros de S. frugiperda ja foi descrita,
sendo denominadas de raca arroz e raca milho (PASHLEY, 1986; PASHLEY; JOHNSON;
SPARKS, 1985), assim como ‘“hibridos” resultantes do cruzamento entre estas racas
(PROWELL; MCMICHAEL; SILVAIN, 2004). Devido as semelhangas morfologicas
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partilhadas entre racas, faz-se necessario 0 uso de marcadores genéticos do DNA
mitocondrial (COI) e nuclear (Tpi) para a identificacdo da raca de forma precisa (NAGOSHI,
2019). Por outro lado, os individuos dessas racas, assim como os hibridos, diferem em
diversos aspectos fisiologicos, comportamentais, genéticos e do desenvolvimento (GOUIN et
al., 2017; GROOT et al., 2008; HAENNIGER et al.,, 2020; LIMA; MCNEIL, 2009;
PASHLEY, 1988; PASHLEY; HARDY; HAMMOND, 1995; SCHOFL; HECKEL; GROOT,
2009; SILVA-BRANDAO et al., 2017, 2020; UNBEHEND et al., 2013; VEENSTRA;
PASHLEY; OTTEA, 1995).

A variabilidade genética intraespecifica que deu origem as racas arroz e milho de S.
frugiperda pode influenciar na suscetibilidade desses herbivoros as defesas das plantas e
também as taticas empregadas para o controle da espécie. Estudos tém indicado que racas de
S. frugiperda apresentam diferenciacdo no padrdo de suscetibilidade a inseticidas, proteinas
Bt e baculovirus (ADAMCZYK et al., 1997; BUSATO et al., 2006; INGBER et al., 2021;
POPHAM; ROWLEY; HARRISON, 2021; RIOS-DIEZ; SALDAMANDO-BENJUMEA,
2011). Contudo, a identificacdo molecular nos estudos utilizando inseticidas foi conduzida
utilizando apenas o marcador mitocondrial. Portanto, a presenca de individuos hibridos de S.
frugiperda néo foi considerada.

O objetivo do presente trabalho foi o de verificar se a existéncia de ragas de S.
frugiperda, identificadas com o uso de marcadores genéticos do DNA mitocondrial (COl) e
nuclear (Tpi), pode influenciar nos processos de evolucdo da resisténcia a inseticidas, com
énfase a teflubenzuron. Foram realizados estudos para (i) caracterizar a suscetibilidade de
racas de S. frugiperda a diferentes inseticidas e (ii) selecionar e caracterizar a resisténcia a
teflubenzuron em racgas de S. frugiperda, a partir de uma populagéo de S. frugiperda coletada

na cultura do milho no Estado do Rio Grande do Sul.

2.2. Material e métodos
2.2.1. Insetos

As lagartas de S. frugiperda foram coletadas na cultura de milho ndo-Bt no
municipio de Santo Antonio de Planalto (latitude 28°21°13,72” e longitude 52°43°1,52”),
estado do Rio Grande do Sul, durante a primeira safra agricola de 2017, e foram trazidas ao
Laboratorio de Resisténcia de Artropodes, Departamento de Entomologia e Acarologia da
ESALQ/USP. Desta populacdo de campo foram utilizadas 100 pupas, as quais foram
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individualizadas em copos plasticos (50 mL) e a umidade foi mantida com papel filtro
umedecido em &gua destilada. Cada pupa, e a respectiva extvia, foram identificadas com um
cddigo para posterior identificacdo da raca. Apos a identificacdo molecular, as pupas foram
separadas de acordo com a raca (Item 2.2.2). Os insetos foram mantidos em condicdes
controladas durante todo o desenvolvimento, na temperatura de 25 * 2 °C, umidade relativa de
70 £ 10% e fotofase de 14h. Esses individuos foram inicialmente triados por meio do
marcador mitocondrial Citocromo Oxidase subunidade | - COIl (LEVY et al., 2002) e do
marcador nuclear Triose-fosfato Isomerase — Tpi (NAGOSHI, 2010; NAGOSHI et al., 2018)
para identificacédo de racas.

A populagdo inicial de campo foi separada em duas outras, com base na raca
identificada pelos marcadores mitocondrial (COIl) e nuclear (Tpi): RC (raca hibrida,
identificados como raca arroz “Rice” pelo marcador COl, e raca milho “Corn” pelo marcador
Tpi) e C (raga milho “Corn” pelos marcadores COIl e Tpi). Cada raca (RC e C) foi separada
em duas linhagens adicionais. A primeira linhagem de cada raga foi mantida na auséncia de
pressdo de selecdo a inseticidas e proteinas Bt por mais de 30 geracdes, denominadas de RC-
Sus (linhagem suscetivel da raca hibrida “Rice/Corn”) e C-Sus (linhagem suscetivel da raga
milho “Corn”. A segunda linhagem de cada raga foi utilizada em bioensaios de sele¢&o para o
inseticida teflubenzuron (Nomolt®, 150 g i.a. L, Basf S.A.), conforme descrito no item
2.2.3.

2.2.2. ldentificacdo de racas por meio dos marcadores COI e Tpi

A extracdo de DNA das exuvias foi realizada de acordo com os procedimentos
relatados por Nascimento e colaboradores (NASCIMENTO et al., 2021), a partir da
modificacdo de um método ja consolidado (DOYLE; DOYLE, 1990). Dois marcadores foram
utilizados para a identificacdo da raca, sendo estes o mitocondrial Citocromo Oxidase
subunidade | (COI) e o nuclear Triose fosfato isomerase (Tpi). As sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores foram obtidas em literatura prévia (Tabela 2.1) (LEVY;
GARCIA-MARUNIAK; MARUNIAK, 2002; NAGOSHI et al., 2019). Primeiramente, a
identificacdo se deu pelo marcador COI e entdo os insetos foram novamente identificados
pelo marcador Tpi, para confirmacao da identificacdo da raca.

As reacgdes de PCR consistiram de 1X GoTag® Colorless Master Mix (Promega), 0,2

UM de cada iniciador, 200 ng do template de DNA e 4gua livre de nucleases no volume final
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de 25 pL. As condigdes de ciclagem de PCR seguiram as especifica¢des de cada conjunto de
iniciador (Tabela 2.1). Ambas as reacOes de PCR e digestdo de fragmentos foram conduzidas
em termocicladora SimpliAmp (Life Technologies) em microtubos de 0,2 uL.

Alguns fragmentos de Tpi amplificados foram enviados para sequenciamento Sanger
no Laboratorio de Gendmica e Biologia Molecular de Plantas, Departamento de Ciéncias
Bioldgicas, ESALQ/USP. As sequéncias obtidas foram alinhadas com outras do NCBI de
ambas as racas, mediante o uso do software MEGA-X com o algoritmo MUSCLE (KUMAR
et al., 2018) para identificar a mutacdo no nucleotideo raca-especifica e assim confirmar a
identificacdo da raca (NAGOSHI, 2019). As sequéncias de ambas as ragas foram analisadas
pela ferramenta online NEBcutter V2.0 de forma a encontrar uma enzima de restri¢do
especifica para identificacdo pelo método RFLP (Restriction fragment length polymorphism,
Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢do), a qual revelou que a enzima de
restricdo Mspl (Hpall) poderia ser utilizada como tem sido feito para o marcador COI.

A enzima Mspl foi utilizada na digestdo de ambas as reagdes de PCR, tanto para o
marcador COI quando para o Tpi. Para a reagdo de digestdo, foi utilizado 5 uL do produto de
PCR, 2 U da enzima Mspl (ThermoFisher Scientific), 0,02X Buffer Tango (ThermoFisher
Scientific), e agua livre de nucleases no volume final de 15 pL. As amostras foram incubadas
a 37 °C por 3h, de acordo com as instrugdes do fabricante. Como controle positivo, foram
utilizadas fémeas e machos homozigotos identificados previamente em sequenciamento
Sanger como COI-C/Tpi-C (raga milho “Corn” por ambos marcadores) e COI-R/Tpi-R (raga
arroz “Rice” por ambos os marcadores). As amostras digeridas foram utilizadas em corrida
eletroforética em gel de agarose 2%. A identificacdo da raca, tanto pelo marcador COI quanto
pelo Tpi foi conduzida de forma visual com o uso do gel de agarose ap6s eletroforese em um
transiluminador UV. De forma a estabelecer as linhagens em laboratdrio, as pupas de campo
identificadas como hibridas (COI-R/Tpi-C) formaram a raca RC e as identificadas como

milho (COI-C/Tpi-C) formaram a raca C.
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Tabela 2.1. Oligonucleotideos iniciadores e condi¢fes de PCR para identificacdo de racas de
S. frugiperda.

Marcador Sequéncia dos iniciadores Condicoes de PCR

JM-76: 94 °C (2 min); 35x 94

col 5’-GAGCTGAATTAGG(G/A)ACTCCAGG-3*  °C (1 min), 66 °C (455), 72
JM-77: °C (2 min); extensé&o final

5’-ATCACCTCC(A/T)CCTGCAGGATC-3’ 72 °C (10 min).

412F: 94 °C (1 min); 33x 92 °C

Tpi 5'-CCGGACTGAAGGTTATCGCTTG-3’ (30s),56 °C (455), 72 °C
850R: (45 s); extenséo final 72 °C

5-AATTTTATTACCTGCTGTGG-3’ (3 min).

2.2.3. Selecdo de linhagens resistentes a teflubenzuron em racas de S. frugiperda

Para sele¢do de individuos resistentes a teflubenzuron das ragas hibrida (RC) e milho
(C) foi utilizada a CLgo da linhagem suscetivel de referéncia do laboratério como
concentracdo inicial de selecdo (10 pg de ingrediente ativo (teflubenzuron) mL™1). Metade dos
insetos das racas hibrida RC e milho C foram utilizados nesta selecdo. A cada duas geracGes a
concentracdo utilizada para selecdo foi aumentada em escala logaritmica (18, 32, 56 e 100
ng.ia.mLY), até 100 pg.ia.mL™, concentracdo a qual mostrou eliminar individuos suscetiveis e
heterozigotos da linhagem, possibilitando o resgate apenas de insetos resistentes homozigotos,
como descrito previamente em literatura (NASCIMENTO et al., 2021). Para a selecdo, foi
utilizado o método de bioensaio de contaminacdo superficial da dieta artificial em placas
acrilicas, nas quais as lagartas de terceiro instar permaneceram se alimentando da dieta tratada
com inseticida. Ap6s cinco dias de exposicdo ao produto os insetos sobreviventes foram
transferidos para recipientes contendo dieta artificial até conclusdo da fase larval. Apds
coletada as pupas, foram montadas as gaiolas de criacdo para emergéncia dos adultos e
reproducdo. Os ovos foram coletados das folhas que revestiam as gaiolas para continuidade
do ciclo. As linhagens resistentes foram denominadas de RC-Res (raca hibrida Rice/Corn
resistente a teflubenzuron) e C-Res (raga Corn/milho resistente a teflubenzuron). Todas as
linhagens foram mantidas em laboratério em condi¢cbes de ambiente controladas a
temperatura de 25 £ 2 °C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de 14h, por 30 geracdes
até o momento dos bioensaios. A dieta artificial utilizada na manutencdo e nos bioensaios foi
a mesma (KASTEN JR.; PRECETTI; PARRA, 1978).
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2.2.4. Caracterizacdo da suscetibilidade de racas de S. frugiperda a inseticidas de

diferentes grupos quimicos

A caracterizacdo da suscetibilidade das linhagens RC-Sus e C-Sus para 10 diferentes
inseticidas. Foram utilizadas as formulagcfes técnicas dos inseticidas: chlorpyrifos (99%
pureza, Dow AgroSciences Industrial Ltda.), methomyl (98,5% pureza, Ouro Fino Quimica
Ltda.) e thiodicarb (95,2% pureza, Bayer Crop Science). Como formula¢Ges comerciais,
foram utilizados os inseticidas: lambda-cyhalothrin (Karate Zeon®, 250 g i.a. L™, Syngenta
Protecdo de Cultivos Ltda.), indoxacarb (Avaunt®, 150 g i.a. Lt, FMC Quimica do Brasil
Ltda.), spinetoram (Exalt®, 120 g i.a. L*, Dow AgroSciences Industrial Ltda.),
chlorantraniliprole (Premio®, 200 g i.a. L™, FMC Quimica do Brasil Ltda.), chlorfenapyr
(Pirate®, 240 g i.a. L, Basf S.A.), methoxyfenozide (Intrepid®, 240 g i.a. L, Dow
AgroSciences Industrial Ltda.) e teflubenzuron (Nomolt®, 150 g i.a. L, Basf S.A.) (Tabela
2.2).

Para as formulacGes comerciais 0s bioensaios foram realizados pelo método de
ingestdo por contaminagdo superficial da dieta artificial com inseticida. Para isso, foram
utilizadas placas de acrilico de 24 células (Costar®), contendo aproximadamente 1,25 mL de
dieta artificial por célula. Apos geleificacdo da dieta, as placas foram esterilizadas em camara
com luz ultravioleta por aproximadamente 15 minutos. Em seguida, foram aplicadas na
superficie da dieta de cada célula 30 uL de diferentes concentragbes dos inseticidas
preparadas com agua destilada como solvente e surfactante Triton™ X-100 (Vetec™) na
proporcao de 0,1% de diluicdo de volume. Como controle, foi utilizado apenas agua destilada
com o surfactante. Apds secagem da superficie da dieta, foi transferida uma lagarta de terceiro
instar de S. frugiperda para cada célula, na qual permaneceram se alimentando da dieta
contaminada por um periodo especifico que variou de 48h a 120h de acordo com o modo de
acao dos inseticidas (48h para spinetoram, indoxacarb e lambda-cyhalothrin; 96h para
chlorantraniliprole e chlorfenapyr; 120h para methoxyfenozide e teflubenzuron). Para os
bioensaios de aplicacdo topica, foram utilizadas lagartas de quarto instar, nas quais 1 pL de
solucdo inseticida diluida em acetona P.A. foi aplicado no pronoto da lagarta por meio de um
microaplicador automatico. Como controle, foi utilizada apenas a acetona P.A. Apos a
aplicacdo, as lagartas foram transferidas para placas de acrilico de 24 células (Costar®)
contendo dieta artificial, permanecendo por 24h até o momento da avaliacdo. As placas foram

mantidas em camaras climatizadas com temperatura de 25 + 2 °C, 60 + 10% de umidade
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relativa do ar e fotofase de 14h. Para inseticidas com tempo de avaliagédo de 24h a 72h, foi
utilizado como critério de mortalidade lagartas ndo responsivas ao toque de pinca e/ou com
movimentos descoordenados, ja para os de 120h as lagartas que ndo sofreram ecdise ou
apresentaram retencdo de tecido apoOs ecdise (ma-formacdo) do instar anterior foram
consideradas como mortas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Para caracterizacdo da
suscetibilidade foram testadas aproximadamente de 8-12 concentragcdes de cada inseticida,
espacadas em escala logaritmica, de modo que proporcionassem mortalidade entre 5 e 95%.
Para cada concentragéo testada foram feitas 4 repeticdes, sendo cada repeticdo uma placa de
bioensaio contendo 24 lagartas de terceiro instar (para ingestdo) ou quarto instar (para
aplicacdo topica) de S. frugiperda. Lagartas encontradas fora da célula da placa de bioensaio

foram excluidas da contagem de lagartas totais por repeticao.

Tabela 2.2. Produtos utilizados nos ensaios de caracterizacdo da suscetibilidade de S.
frugiperda a inseticidas

Grupo quimico Molécula Concentracdes Tempo de Meétodo de
(MoA IRAC) (ug.mLY) avaliacdo (h) bioensaio
Carbamatos methomyl 1,8a180 24 Aplicacédo
(1A) topica
thiodicarb 10 a 3200 24 Aplicacdo
topica
Organofosforados chlorpyrifos 10 a 1800 24 Aplicagéo
(1B) topica
Piretroides lambda- la32 48 Ingestdo
(3A) cyhalothrin
Oxadiazinas indoxacarb 0,56 a 18 48 Ingestdo
(22A)
Espinosinas spinetoram 0,1a10 48 Ingestéo
(5)
Diamidas chlorantraniliprole 0,1a10 96 Ingestao
(28)
Clorfenapyr chlorfenapyr 1a56 96 Ingestéo
(13)
Diacilhidrazinas ~ methoxyfenozide 5,6 2180 120 Ingestéo
(18)
Benzoilureias teflubenzuron 0,18 a 100; 120 Ingestéo
(15) 100 a 100000
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2.2.5. Caracterizacao da resisténcia de racas de S. frugiperda a teflubenzuron

A caracterizacdo da resisténcia a teflubenzuron foi conduzida utilizando as linhagens
RC-Sus (hibrida suscetivel), RC-Res (hibrida resistente), C-Sus (milho suscetivel) e C-Res
(milho resistente) a teflubenzuron. Foi utilizado o método de ingestdo por contaminagdo
superficial da dieta artificial com o inseticida comercial teflubenzuron (Nomolt®, 150 g i.a. L
! Basf S.A.), de acordo com a metodologia descrita no item 2.2.4. As placas foram mantidas
em camaras climatizadas com temperatura de 25 + 2 °C, 60 + 10% de umidade relativa do ar e
fotofase de 14h. Apds 120h da infestacdo foi avaliada a mortalidade, lagartas que néo
sofreram ecdise ou apresentaram retencdo de tecido apds ecdise (ma-formacdo) do instar
anterior foram consideradas como mortas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Para caracterizacdo da
resisténcia foram testadas aproximadamente 8-12 concentracfes de teflubenzuron, espacadas
em escala logaritmica, de modo que proporcionassem mortalidade entre 5 e 95% das
linhagens testadas. Para cada concentracdo testada foram feitas 4 repeticdes, sendo cada
repeticdo uma placa de bioensaio contendo 24 lagartas de terceiro instar de S. frugiperda.
Lagartas encontradas fora da célula tratada foram excluidas da contagem de lagartas totais por

repeticéo.

2.2.6. Analise estatistica

Os dados de mortalidade obtidos nas curvas de concentracao-resposta, tanto nos
ensaios de caracterizacdo da suscetibilidade quanto validagéo da resisténcia, foram analisados
por GLM utilizando a distribuigdo binomial com funcéo de ligacdo Probit. O ajuste ao modelo
foi verificado por meio do pacote hnp (MORAL; HINDE; DEMETRIO, 2017). As CLss € 0s
respectivos intervalos de confianca foram estimados usando a funcéo dose.p do pacote MASS
(VENABLES; RIPLEY, 2002). As CLsso obtidas para cada inseticida foram comparadas entre
racas utilizando a funcéo ratio test do pacote ecotox (ROBERTSON et al., 2016; WHEELER,;
PARK; BAILER, 2006). As regressdes provenientes da analise de Probit foram utilizadas
para testar as hipéteses de igualdade e paralelismo (p > 0,05) (ROBERTSON et al., 2016). Os
gréficos de concentracdo-resposta foram gerados por meio do pacote ggplot2 (WICKHAM,
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2016). Todas as analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software R (R Core Team,
2020).

Nos ensaios de caracterizacdo da resisténcia a teflubenzuron, foi também utilizada a
comparacdo entre CLsso das linhagens suscetiveis e resistentes. A razdo de resisténcia (RR)
entre as linhagens avaliadas foi estimada mediante a divisdo da CLso da linhagem RC-Res
pela CLso da RC-Sus, e pela divisdo da CLso da linhagem C-Res pela CLso da C-Sus.

2.3. Resultados
2.3.1. Identificacdo de racas por meio de marcadores COl e Tpi

A identificacdo da raga com marcador COI foi bem-sucedida (Figura 2.1). As racgas
puderam ser visualmente identificadas com precisdao em gel de agarose apds eletroforese dos
fragmentos digeridos de PCR, como descrito previamente (LEVY; GARCIA-MARUNIAK;
MARUNIAK, 2002). O método RFLP proposto para a identificagdo com o marcador Tpi
também foi bem-sucedido. O conjunto de iniciadores 412F/850R produziu fragmentos de
aproximadamente 200 pares de base (Figura 2.2). A enzima Mspl promoveu a digestdo dos
fragmentos apenas no haplo6tipo Tpi-C, reacdo a qual produziu dois fragmentos menores
(aproximadamente 170 e 30 pb), permitindo a identificagdo visual em gel de agarose (Figura
2.2). A identificacdo da raca das pupas de campo por meio destes marcadores indicou a
presenca de individuos pertencentes a raca hibrida COI-R/Tpi-C na proporcéo de 23% (n=23)
e da raca milho pura COI-C/Tpi-C na propor¢do de 77% (n=77). Destes, 23 pupas
identificadas como COI-R/Tpi-C foram utilizadas para constituir a raca hibrida RC, enquanto
outras 23 pupas identificadas como COI-C/Tpi-C foram utilizadas para formar a raca milho
pura C.
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Figura 2.1. Gel de agarose (1,5%) mostrando o padrdo de fragmentos apds a digestdo
enzimatica com Mspl da amplificacdo do gene COIl, o qual permite a diferenciacdo entre os
haplo6tipos (1) COI-R de aproximadamente 569 pb e (2) COI-C (com dois fragmentos de
aproximadamente 497 e 72 pb) comparando ao (4) Gene Ruler 100 pb plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific). (3) Controle negativo. A seta indica 0 menor fragmento (72 pb)
do hapl6tipo COI-C produzido apds digestdo. (5-6) Insetos identificados como COI-C apds
identificacdo visual. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5 pg.mL™) e fotografado sob
luz UV.
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Figura 2.2. Gel de agarose (1,5%) mostrando o padrdo de fragmentos apos a digestdo
enzimatica com Mspl da amplificacdo do gene Tpi, o qual permite a diferenciacdo entre os
haplétipos (1) Tpi-R (aproximadamente 203 pb) e (2) Tpi-C (com dois fragmentos de
aproximadamente 170 e 30 pb) comparando ao (3) Gene Ruler 100 pb plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific). A seta indica o menor fragmento do haplé6tipo Tpi-C produzido
apos digestdo. (4-6) Insetos identificados como Tpi-C apds identificacdo visual. O gel foi
corado com brometo de etidio (0,5 ng.mL™) e fotografado sob luz UV.

2.3.2. Caracterizacdo da suscetibilidade de racas de S. frugiperda a inseticidas de
diferentes grupos quimicos

A caracterizacdo da suscetibilidade por meio de curvas de concentracdo-resposta das
linhagens suscetiveis RC-Sus e C-Sus de S. frugiperda para os diferentes inseticidas testados
indicou que as racas diferem na suscetibilidade para todos os inseticidas, com excecdo de
spinetoram, para o qual ndo houve diferenca entre as CLsso. De modo geral, a CLso da
linhagem RC-Sus foi cerca de 1,5 a 2 vezes maior quando comparada a linhagem C-Sus,
exceto para indoxacarbe, ao qual a linhagem C-Sus apresentou CLsg maior que RC-Sus
(Tabela 2.3).



37

Para o inseticida methomyl, a raga hibrida RC-Sus apresentou valor de CLsg (IC
95%) maior que a milho C-Sus, sendo estes 17,50 (15,50 - 19,75) pg.mL™* para RC-Sus e 8,13
(7,17 - 9,21) pg.mL* C-Sus, com rejei¢do da hipotese de igualdade (¥ = 25,677; gl = 2; p <
0,05) e aceitagdo de paralelismo (x> = 0,068; gl = 1; p = 1) entre os coeficientes angulares e
interceptos entre as linhagens. Resultado semelhante foi observado para thiodicarb, onde os
valores de CLsso foram 92,62 (78,83 - 108,81) ng.mL™ para RC-Sus e 56,86 (48,05 - 67,28)
ug.mL* para C-Sus, também havendo rejei¢do da hipétese de igualdade (x> = 8,3; gl = 2; p <
0,05) e aceitagdo de paralelismo (y? = 0,051; gl = 1; p = 1). Para o inseticida chlorpyrifos, a
linhagem hibrida RC-Sus também apresentou maior valor de CLso quando comparada a milho
C-Sus, sendo estes 176,21 (158,49 - 195,91) pg.mL? e 90,19 (79,51 - 102,30) pg.mL™,
respectivamente, com rejeicdo das hipéteses de igualdade (x* = 42,324; gl = 2; p < 0,05) e
paralelismo (3% = 8,67; gl = 1; p < 0,05).

Para lambda-cyhalothrin, RC-Sus apresentou a maior CLso de 6,02 (5,48 — 6,62)
ug.mL, enquanto que para C-Sus a concentragdo encontrada foi de 4,13 (3,66 - 4,65) ug.mL"
1 com rejeicdo da hipotese de igualdade (xy*> = 9,219; gl = 2; p < 0,05) e aceitacio de
paralelismo (x*> = 2,41; gl = 1; p = 0,106). Para indoxacarb, C-Sus apresentou maior CLso
3,43 (3,05 - 3,85) pg.mL* comparada a RC-Sus 3,00 (2,72 - 3,31) ug.mL™, com aceitacdo das
hipéteses de igualdade (x* = 1,512; gl = 2; p = 0,265) e de paralelismo (x* = 0,522; gl = 1; p =
0,814).

Para o inseticida spinetoram, os valores das CLsso obtidos ndo diferiram entre si,
variando de 0,76 (0,67 - 0,88) pg.mL* para C-Sus e 1,01 (0,87 - 1,17) ug.mL™ para RC-Sus,
com rejeicio da hipotese de igualdade (x* = 3,36; gl = 2; p < 0,05) e aceitacdo de paralelismo
(x2 =0,229; gl = 1; p = 0,986). No caso do inseticida chlorantraniliprole, as linhagens RC-Sus
e C-Sus apresentaram diferentes valores de CLso, sendo estes 0,73 (0,64 - 0,83) ug.mL™ e
0,49 (0,43 - 0,56) ug.mL™, respectivamente, onde a linhagem RC-Sus apresentou a maior,
com rejei¢do da hipotese de igualdade (2 = 6,715; gl = 2; p < 0,05) e aceitacéo de paralelismo
(x> = 0,601; gl = 1; p = 0,796). Para chlorfenapyr, a linhagem C-Sus também apresentou
menor valor de CLso 5,51 (4,87 - 6,22) ug.mL* comparado a RC-Sus 9,13 (8,10 - 10,30)
ng.mLL, havendo rejei¢do da hipotese de igualdade (¥ = 8,409; gl = 2; p < 0,05) e aceitagdo
de paralelismo (¥* = 0,159; gl = 1; p = 0,995).

Por fim, para o inseticida methoxyfenozide, as linhagens RC-Sus e C-Sus
apresentaram CLso de 27,24 (24,78 - 29,94) e 19,44 (17,80 - 21,23) pg.mL™?, respectivamente,
sendo que RC-Sus apresentou CLso significativamente maior, com rejeicdo da hipotese de

igualdade (3> = 12,362; gl = 2; p < 0,05) e aceitagdo de paralelismo (x® = 1,522; gl = 1; p =
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0,272). Para o inseticida teflubenzuron, foram encontradas as maiores diferencas, onde a
linhagem RC-Sus apresentou CLso aproximadamente 8 vezes maior que a da linhagem C-Sus
(9,35 e 1,19 pg.mL?, respectivamente) (Tabela 2.3), com rejeicio das hipoteses de igualdade
(x> = 195,085; gl = 2; p < 0,05) e de paralelismo (y*> = 30,263; gl = 1; p < 0,05).
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Tabela 2.3. Suscetibilidade das racas hibrida (RC-Sus) e milho (C-Sus) de S. frugiperda a

diferentes inseticidas.

MoA Coeficiente
IRAC Inseticida Linhagem n! angular (+ CLsopug.mL?(IC 95%)® #*(g.l.)*
EPM?)
RC-Sus 862 2,14(x0,13) 17,50 (15,50-19,75)a 6,96 (6)
Methomyl
(1A) C-Sus 862 2,08 (x0,13) 8,13 (7,17-9,21) b 7,48 (6)
o RC-Sus 1150 1,32 (x0,07) 92,62 (78,83-108,81)a 8,53 (9)
Thiodicarb
C-Sus 1052 1,35(+0,08) 56,86 (48,05-67,28)b 6,18 (8)
(1B) ) RC-Sus 863 2,67 (x0,16) 176,21 (158,49 -19591)a 3,43 (6)
Chlorpyrifos
C-Sus 861 2,13(x0,13) 90,19 (79,51-102,30) b 4,40 (6)
(3A) ~ RC-Sus 665 3,40 (x0,23) 6,02 (5,48 - 6,62) a 7,36 (4)
Lambda-cyhalothrin
C-Sus 670 2,82 (x0,21) 4,13 (3,66 - 4,65) b 3,58 (4)
(22A) RC-Sus 671 3,17 (x0,22) 3,00 (2,72-3,31) b 3,79 (4)
Indoxacarb
C-Sus 667 2,92 (x0,20) 3,43 (3,05-3,85) a 4,66 (4)
(5) ) RC-Sus 758 2,08 (x0,13) 1,01 (0,87-1,17)a 5,73 (5)
Spinetoram
C-Sus 756 1,97 (£ 0,13) 0,76 (0,67 -0,88) a 4,93 (5)
(28) . RC-Sus 861 2,17 (¢ 0,13) 0,73 (0,64-0,83) a 5,93 (6)
Chlorantraniliprole
C-Sus 762 2,34 (x0,15) 0,49 (0,43-0,56) b 6,96 (5)
(13) RC-Sus 766 2,64 (x0,16) 9,13 (8,10-10,30) a 8,60 (5)
Chlorfenapyr
C-Sus 666 2,51 (x0,18) 5,51 (4,87-6,22) b 6,08 (4)
(18) ) RC-Sus 668 3,44(x0,25) 27,24(24,78-29,94)a 4,24 (4)
Methoxyfenozide
C-Sus 656 3,92 (+0,28) 19,44 (17,80-21,23)b 4,44 (4)
(15) RC-Sus 766 3,21 (x0,20) 9,35(8,35-10,48) a 5,76 (5)
Teflubenzuron
C-Sus 859 1,98 (x0,12) 1,19 (1,03-1,38) b 4,05 (6)

INUmero de insetos testados; 2Erro padrdo da média; *Concentragio letal (ug i.a. mL™Y) do
inseticida que causa a mortalidade de 50% das lagartas testadas; “Valor do qui-quadrado (x?)
calculado e grau de liberdade (g.l.). Valores de CLsso seguidos de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo ratio test (p > 0,05).
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Figura 2.3. Curvas de concentracdo-mortalidade em escala logaritmica das linhagens suscetiveis das racas milho (C-Sus) e hibrida (RC-Sus) em

10 diferentes inseticidas: (A) Chlorantraniliprole, (B) Chlorfenapyr, (C) Chlorpyrifos, (D) Spinetoram, (E) Indoxacarb, (F) Lambda-cyhalothrin,
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2.3.3. Caracterizacgao da resisténcia de racas de S. frugiperda a teflubenzuron

As variagfes nas curvas concentracdo-resposta das linhagens suscetiveis RC-Sus e
C-Sus e resistentes RC-Res e C-Res de S. frugiperda ao inseticida teflubenzuron, podem ser
observadas na Figura 2.3. A linhagem hibrida resistente RC-Res quando comparada a sua
respectiva linhagem suscetivel RC-Sus, apresentou CLso significativamente maior e uma
razdo de resisténcia de 243,62 vezes, com rejeicdo das hipdteses de igualdade (32 = 251,387;
gl = 2; p <0,05) e também de paralelismo (y? = 115,115; gl = 1; p < 0,05) entre as linhagens.
Por sua vez, a linhagem resistente milho C-Res também apresentou CLso maior comparada a
respectiva suscetivel C-Sus, apresentou razdo de resisténcia de 365,08 vezes (Tabela 2.4),
com rejeicdo das hipdteses de igualdade (x® = 236,95; gl = 2; p < 0,05) e de paralelismo (3> =
41,457; gl = 1; p < 0,05). Enquanto que entre as linhagens resistentes, a linhagem hibrida RC-
Res apresentou CLso cerca de 5 vezes maior quando comparada a milho C-Res (2277,83 e
434,45 pg.mL?, respectivamente), com rejeigdo das hipoteses de igualdade (y* = 25,255; gl =
2; p <0,05) e aceitacio de paralelismo (y*> = 0,29; gl = 1; p = 0,987).

Tabela 2.4. Concentracdo-mortalidade das linhagens suscetiveis (Sus) e resistentes (Res) das
racas milho (C) e hibrida (RC) de S. frugiperda ao inseticida teflubenzuron.

Coeficiente
Linhagem n? angular (+ CLso (IC 95%)° ¥(9.l)* RR®
EPM?)
RC-Sus 766 3,21 ( 0,20) 9,35 (8,35 - 10,48) Ab 5,76 (5) -

RC-Res 936 0,98 (£ 0,07) 2277,83 (1799,13 — 2883,90) Aa 11,38 (7) 243,62

C-Sus 859 1,98 (+0,12) 1,19 (1,03 - 1,38) Bb 4,05 (6) -

C-Res 945 0,96 (+ 0,06) 434,45 (331,48 - 569,41) Ba 12,62 (7) 365,08

INUmero de insetos testados; ?Erro padrdo da média; 3Concentragdo letal (pg i.a.ml™?) do
inseticida que causa a mortalidade de 50% das lagartas testadas. Valores de CLsso seguidos de
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo ratio test (p > 0,05). Letras mailsculas
indicam comparagéo entre ragas e letras minusculas entre linhagens da mesma raga; “Valor do
qui-quadrado (y?) calculado e grau de liberdade (g.l.); °*Razdo de resisténcia = CLso linhagem
resistente / CLso linhagem suscetivel.
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Figura 2.4. Curvas de concentracdo-resposta em escala logaritmica das racas milho (C) e
hibrida (RC) suscetiveis (Sus) e resistentes (Res) ao inseticida teflubenzuron. Cada gréafico
representa diferentes contrastes: (A) C-Sus e RC-Sus, (B) C-Res e RC-Res, (C) RC-Res e RC-
Sus e (D) C-Res e C-Sus.

2.4. Discussao

Informac®es a respeito das possiveis implicacdes que as racas de S. frugiperda tém
para 0 manejo da resisténcia ainda sdo incipientes. Neste estudo, foi conduzida a
caracterizacdo da suscetibilidade das racas milho e hibrida de S. frugiperda a diferentes
inseticidas quimicos, assim como a caracterizacdo da resisténcia dessas mesmas ragas ao
inseticida teflubenzuron, demonstrando que elas respondem de forma distinta para a maioria
dos inseticidas testados. Os resultados obtidos aqui indicam que as ragas milho e hibrida
apresentam diferencas nos padroes de suscetibilidade a inseticidas de diversos grupos
quimicos utilizados no manejo de S. frugiperda, sendo que a raga hibrida apresentou menor

suscetibilidade para a maioria dos inseticidas testados. Os estudos disponiveis em literatura
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tratando da caracterizacdo de suscetibilidade e evolucdo da resisténcia a inseticidas nas ragas
de S. frugiperda sdo controversos e poucos explorados. Alguns estudos indicaram que lagartas
da raca milho foram menos suscetiveis a cypermethrin, methyl parathion, methomyl, lambda-
cyhalothrin, lufenuron e methoxyfenozide quando comparadas a lagartas da raca arroz
(ADAMCZYK et al., 1997; BUSATO et al., 2006). Em outro caso, foi verificado que insetos
coletados na cultura do arroz apresentaram evolucdo de resisténcia mais rapida a lambda-
cyhalothrin e apresentam menor suscetibilidade a methomyl se comparados aos coletados em
milho (RIOS-DIEZ; SALDAMANDO-BENJUMEA, 2011). Com relagdo a proteinas Bt, foi
avaliado que as ragas milho e hibrida foram mais tolerantes, especialmente a Cry1F, quando
comparadas a raca arroz (INGBER et al., 2021; INGBER; MASON; FLEXNER, 2018). Em
nosso estudo, a raca milho apresentou maior suscetibilidade aos inseticidas methomyl,
lambda-cyhalothrin e methoxyfenozide.

Uma das principais diferencas entre os estudos relacionados a suscetibilidade de
racas de S. frugiperda disponiveis na literatura e os resultados aqui apresentados recai sobre a
variabilidade genética e fatores ambientais possivelmente associados aos insetos utilizados
nos estudos. Nos trabalhos mencionados anteriormente utilizando inseticidas, a identificacdo
da raca dos individuos foi feita apenas através do marcador mitocondrial, ja que a descoberta
de ocorréncia de individuos “hibridos”, assim como a caracterizagdo do marcador nuclear Tpi
e a consolidacdo deste como ferramenta na identificacdo de ragas foi mais recente
(NAGOSHI, 2010; NAGOSHI et al., 2018). Desta forma, é desconhecida a identificacdo
exata das racas utilizadas nesses estudos, a qual € obtida através da associacdo dos marcadores
COl e Tpi, ndo sabendo entdo se os individuos das racas arroz e milho utilizados
representavam ‘“hibridos” ou uma linhagem “pura”. Além disso, as linhagens utilizadas nos
estudos foram provenientes de diferentes hospedeiros e/ou localizacbes geograficas. No
presente trabalho, as linhagens foram obtidas de uma mesma populacédo, coletada no mesmo
local e no mesmo hospedeiro, identificadas através da combinagdo dos marcadores COIl e Tpi
como raca hibrida e raca milho. Com isso, foi possivel padronizar as pressfes seletivas
exercidas pelo ambiente, hospedeiro e taticas de controle empregadas, de forma a comparar a
suscetibilidade apenas para o fator raga. Isso é importante pois planta hospedeira, condi¢es
ambientais e inseticidas, infligem pressdes seletivas distintas e podem alterar a suscetibilidade
do inseto a inseticidas (KARUPPAIAH; SRIVASTAVA; SUBRAMANIAN, 2016; OWUSU;
CHITNIS; MULLER, 2017; XUE et al., 2010) e entomopatogenos (SHAURUB et al., 2016),

por exemplo.
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Todos os ingredientes ativos utilizados no presente estudo sdo indicados para o
controle de S. frugiperda. Para teflubenzuron, a dose maxima recomendada em bula equivale
a 9,5 ng.ia.mL, semelhante a CLso obtida para a linhagem RC-Sus (9,35 pg.ia.mL) e bem
acima do valor da linhagem C-Sus (1,19 ug.ia.mL). Por outro lado, as CLsso obtidas para as
linhagens resistentes RC-Res e C-Res sdo muito superiores a dose de campo. Os experimentos
conduzidos em laboratorio otimizam o contato do inseticida com o inseto, dessa forma as
doses ndo podem ser diretamente comparadas. A fim de se entender a aplicabilidade dos
resultados aqui obtidos, deve-se futuramente investigar a suscetibilidade e resisténcia praticas
em condigdes mais similares a do campo, utilizando pulverizagéo foliar na planta.

A caracterizagdo da resisténcia das linhagens resistentes a teflubenzuron, RC-Res e C-
Res, também refletiu diferencas nos padrées toxicologicos. Estas apresentaram altos valores
de CLsso, de aproximadamente 2300 pg i.a.ml™ para RC-Res e 430 pg i.a.ml™ para C-Res,
resultando em razdes de resisténcia de 244 e 365 vezes, respectivamente. Trabalhos prévios
também relataram altos valores de CLsso e razdes de resisténcia a teflubenzuron em outra
linhagem de S. frugiperda (NASCIMENTO et al., 2021) e Chrysodeixis includens (STACKE
et al., 2020). As curvas de concentracao-resposta representadas no grafico da Figura 2.4,
apresentaram um aspecto sigmoide para as linhagens suscetiveis RC-Sus e C-Sus, contudo,
para as linhagens resistentes RC-Res e C-Res, as curvas apresentaram uma menor inclinagéo
(coeficiente angular) devido a pequena diferenca de mortalidade entre concentracfes
proximas. A baixa inclinacdo das curvas de concentracdo-resposta das linhagens resistentes
reflete uma resposta heterogénea ao inseticida, enquanto que a inclinacdo das linhagens
suscetiveis reflete uma resposta mais homogénea ao inseticida (ROBERTSON et al., 2016).
De forma semelhante, a linhagem de S. frugiperda altamente resistente a teflubenzuron
apresentou um baixo coeficiente angular na curva de concentracdo-mortalidade, indicando
uma linhagem com resposta heterogénea ao mesmo inseticida em trabalho prévio
(NASCIMENTO et al., 2021). Aqui, a linhagem hibrida (RC-Res) apresentou CLso cerca de 5
vezes maior que a linhagem milho (C-Res).

Os trabalhos recentes utilizando gendmica e transcritbmica em ragas hospedeiras de
S. frugiperda nos permitem associar modificaces no padréo de suscetibilidade dessas racas a
inseticidas. No genoma de individuos da raca milho, foi possivel identificar um maior nimero
de copias de genes associados a quimiorrecepcao, digestdo e imunidade; enquanto que na raga
arroz, genes associados a desintoxicacdo e digestdo apresentavam maior nimero de copias.

Essas divergéncias existentes a nivel molecular entre racas podem contribuir de forma
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diferencial para a adaptacdo a xenobidticos naturais e sintéticos (GOUIN et al., 2017). Nesse
cenario, o fato de as ragas apresentarem diferentes nimeros de genes ligados as vias de
desintoxicacdo, poderia explicar a suscetibilidade diferencial aos inseticidas encontrada neste
trabalho. Sendo assim, trabalhos posteriores a nivel molecular deverdo ser conduzidos para
elucidar como a maquinaria celular em individuos de ragas distintas atuam em processos

adaptativos como evolucéo de resisténcia a inseticidas.

2.5. Conclusoes

e Arvraca milho de S. frugiperda apresentou maior suscetibilidade que a raca hibrida para
a maioria dos inseticidas testados;

e Houve resposta a pressao de selecdo para resisténcia a teflubenzuron nas racas milho e
hibrida de S. frugiperda, sendo que a linhagem resistente da raca hibrida apresentou
CLsp cerca de 5 vezes maior que a da raga milho.
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3. AVALIACAO DO CUSTO ADAPTATIVO ASSOCIADO A RESISTENCIA A
TEFLUBENZURON EM RACAS DE Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)

RESUMO

O custo adaptativo associado a resisténcia a inseticidas pode ser explorado para
promover estratégias mais efetivas de manejo da resisténcia. Com a sele¢do e caracterizagdo
da resisténcia a teflubenzuron em racas milho e hibrida de Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith), o objetivo do presente trabalho foi investigar o custo adaptativo associado a
resisténcia, mediante avaliacao de diferentes parametros biologicos e construcdo da tabela de
vida de fertilidade com as larvas alimentando-se de folhas de milho. Para tanto, foram
utilizadas as linhagens resistentes a teflubenzuron (Res), suscetiveis (Sus) e heterozigotas
(H1: QResd'Sus e H2: QSusd'Res) das racas milho (C) e hibrida (RC). A viabilidade da fase
de ovo foi menor para ambas as linhagens resistentes RC-Res e C-Res. A viabilidade da fase
de larva foi reduzida somente para a linhagem C-Res. A fecundidade de fémeas resistentes foi
menor para ambas as racas. O custo adaptativo relativo encontrado foi semelhante para as
linhagens resistentes de ambas as ragas, sendo 0,78 para C-Res e 0,76 para RC-Res. Os
heterozigotos de ambas as ragas apresentaram custo adaptativo relativo semelhante as
respectivas linhagens suscetiveis. Esses resultados demonstram que ha custo adaptativo
associado a resisténcia de S. frugiperda a teflubenzuron e o fator raca ndo influencia na
magnitude do custo adaptativo. As informacfes aqui relatadas podem ser exploradas em
programas de manejo da resisténcia de S. frugiperda a teflubenzuron.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho; Racas; Benzoilureias; Custo adaptativo; Resisténcia de
insetos

ABSTRACT

The fitness cost associated to insecticide resistance can be explored to promote
effective resistance management strategies. With selection and characterization of the
resistance to teflubenzuron in Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) corn and hybrid host-
strains, the objective of the present work was to investigate the fitness cost associated with
resistance, by evaluating different biological parameters and fertility life tables of larvae
feeding on maize leaves. For that purpose, it was used resistant (Res), susceptible (Sus) and
heterozygous strains (H1: QResd'Sus and H2: QSusdRes) for the insecticide teflubenzuron,
from both corn (C) and hybrid (RC) strains. The survival of the egg stage was lower for both
resistant strains RC-Res and C-Res. The survival of the larval stage was reduced only for C-
Res. The fecundity of resistant females was lower for both host-strains. The relative fitness
cost found was similar to both resistant strains with values of 0.78 for C-Res and 0.76 for RC-
Res. The heterozygotes from both host-strains presented relative fitness similar to the
respective susceptible strain. These results showed that there is fitness cost associated to
teflubenzuron resistance in S. frugiperda and the host-strain factor did not affect the
magnitude of the fitness cost. The information reported here can be exploited in resistance
management strategies of S. frugiperda to teflubenzuron.
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3.1. Introducéo

A resisténcia de insetos a taticas de controle é um grande problema na agricultura, e
cada vez mais vem preocupando os agricultores, pesquisadores e as empresas detentoras de
tecnologia (SPARKS et al., 2021). A resisténcia é uma caracteristica adaptativa na qual uma
gama de genes é favoravelmente selecionada, possibilitando assim a sobrevivéncia e
reproducdo do inseto apos a exposicdo a inseticidas (TABASHNIK et al., 2014). O custo
adaptativo existe quando a evolucdo da resisténcia a um inseticida vem acompanhada de uma
desvantagem bioldgica significativa, a qual reduz a adaptacéo do inseto resistente comparado
a sua respectiva linhagem suscetivel na auséncia da pressdo de selecdo (KLIOT; GHANIM,
2012). Desta forma, determinar se h& custo associado a resisténcia pode auxiliar na
compreensdo da dindmica da resisténcia ao longo do tempo, e assim planejar estratégias mais
assertivas no contexto do manejo da resisténcia de insetos (MRI).

O controle de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) em campo tem sido feito
principalmente mediante o uso de tecnologias Bt e/ou aplicacdes de inseticidas de diferentes
modos de acdo. Dentre os inseticidas utilizados para o controle desta praga, encontram-se 0s
que agem sob o crescimento e desenvolvimento, como os inibidores da biossintese de quitina,
também denominados de benzoilureias. A resisténcia a benzoilureias ja foi documentada em
S. frugiperda (NASCIMENTO et al., 2021, 2016).

O custo adaptativo associado a resisténcia de S. frugiperda ja foi relatado para
diversos inseticidas (GARLET et al., 2021; OKUMA et al., 2017) e proteinas Bt (CHEN et
al., 2019; HORIKOSHI et al., 2016; JAKKA; KNIGHT; JURAT-FUENTES, 2014). Além
disso, trabalhos prévios ja caracterizaram o custo adaptativo das racas de S. frugiperda
quando mantidas em diferentes dietas e plantas hospedeiras (ORSUCCI et al., 2020; SILVA-
BRANDAO et al., 2017, 2020). Até o0 momento nenhum estudo foi conduzido para avaliar os

possiveis custos adaptativos da resisténcia de S. frugiperda a benzoilureias.

O custo adaptativo pode ser quantificado de diversas formas, sendo as mais comuns
mediante a avaliacdo da taxa de reversdo da resisténcia na populacdo ou pela observacdo de
alteracbes em aspectos biologicos como reproducdo, desenvolvimento e comportamento
(KLIOT; GHANIM, 2012). Esses experimentos sdo comumente realizados mediante

comparacdo de parédmetros de tabela de vida de fertilidade entre linhagens suscetivel,
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resistente e heterozigotas. Neste caso, é de grande importancia que as linhagens a serem
avaliadas apresentem componente genético o mais semelhante possivel, de forma a se atribuir
quaisquer diferencas bioldgicas a auséncia ou presenca dos alelos da resisténcia apenas, visto
gue o componente genético pode influenciar no custo adaptativo da resisténcia (RAYMOND;
WRIGHT; BONSALL, 2011).

Com a selecdo e caracterizacdo da resisténcia a teflubenzuron em ragas milho e hibrida
de S. frugiperda a partir de uma mesma populacédo (Capitulo 2), o presente trabalho objetivou
investigar o custo adaptativo associado a resisténcia em racas milho e hibrida de S.
frugiperda, mediante avaliacdo de diferentes parametros biologicos e construcdo da tabela de
vida de fertilidade.

3.2. Material e métodos
3.2.1. Insetos

No presente estudo foram utilizadas as linhagens suscetiveis RC-Sus (raca hibrida
suscetivel) e C-Sus (raga milho suscetivel), assim como as respectivas resistentes a
teflubenzuron RC-Res (razéo de resisténcia de 243,62 vezes) e C-Res (razéo de resisténcia de
365,08 vezes) (Capitulo 2). Essas linhagens resistentes e suscetiveis, que vinham sendo
criadas em dieta artificial hd 36 geracdes, foram transferidas para alimentacdo em folhas de
milho ndo-Bt (hibrido 3700 RR2, Bayer, Uberlandia, MG, Brasil) por uma geracdo antes da
conducdo dos experimentos, de forma a fornecer tempo de adaptacdo a mudanca de dieta. As
pupas destes insetos alimentados em folhas de milho, foram individualizadas em copos
plasticos de 50 mL, em bandejas (de acordo com a linhagem) forradas com papel filtro
umedecido com agua destilada para manuten¢do da umidade. As bandejas foram mantidas em
sala climatizada com temperatura de 25 £ 2°C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase de
14h. Apos a emergéncia de cada adulto, foi feita a afericdo do sexo e a montagem das
linhagens de cada raga foi conduzida em gaiolas de tubos de PVC (23 cm de altura x 10 cm
diametro), revestidas internamente com papel jornal como substrato para a oviposi¢do. Os
adultos foram alimentados com uma solugdo de mel a 10% embebida em algoddo. O
revestimento de cada gaiola foi substituido diariamente para retirada das posturas. Neste
experimento foram utilizadas as linhagens: RC-Sus (raca hibrida suscetivel), C-Sus (raca

milho suscetivel), RC-Res (raca hibrida resistente a teflubenzuron), C-Res (raca milho
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resistente a teflubenzuron), RC-H1 (raca hibrida heterozigota 1 do cruzamento @ RC-Res x &
RC-Sus), C-H1 (raca milho heterozigota 1 do cruzamento Q@ C-Res x & C-Sus), RC-H2 (raca
hibrida heterozigota 2 do cruzamento @ RC-Sus x & RC-Res) e C-H2 (raca milho

heterozigota 2 do cruzamento @ C-Sus x & C-Res).

3.2.2. Biologia de linhagens suscetiveis, resistentes e heterozigotas de S. frugiperda

Os experimentos de custo adaptativo foram conduzidos em milho ndo-Bt (hibrido
3700 RR2, Bayer, Uberlandia, MG, Brasil), sendo utilizada para os experimentos folhas
coletadas entre os estagios fenoldgicos V4 e V8. As plantas de milho foram cultivadas em
vasos de 12L contendo duas partes de solo e uma de substrato, mantidas em casa de
vegetacdo. Para os experimentos foram utilizadas placas de 16 células (Advento do Brasil,
Diadema, SP, Brasil) contendo meio agar-agua 2,5%, papel filtro e pedacos de folhas de
milho, sendo estas substituidas diariamente por folhas frescas recém-coletadas. Em cada
celula foi alocada uma lagarta neonata (< 24h de idade), nas quais permaneceram até
atingirem o quinto instar larval. Em seguida, as lagartas foram transferidas para novas placas,
dessa vez contendo vermiculita expandida (1/4 de volume da célula), papel filtro e folhas de
milho até o desenvolvimento da fase pupal. As pupas com 24h de idade foram entdo
individualizadas em copos plasticos de 50 mL até a emergéncia do adulto, onde foi feita a
afericdo do sexo. Para cada linhagem foram utilizadas 20 placas (repeti¢Ges), totalizando 320
individuos testados por linhagem. As placas foram mantidas em camaras climatizadas com
temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de 14h.

Foram avaliados diferentes parametros bioldgicos para a construcédo de tabela de vida
de fertilidade, utilizando como parametros o tempo de desenvolvimento e viabilidade das
fases de ovo, larva e pupa, peso da pupa com 24h de idade, razdo sexual, longevidade de
adultos, duracdo do periodo de oviposicao (assim como pré- e pds-), fecundidade e fertilidade.
A longevidade de adultos e duracdo do periodo de oviposicdo (pré- e pds-), fecundidade e
fertilidade foram avaliadas a partir da formacao de 20 casais (macho e fémea virgens 24h pos-
emergéncia) de cada linhagem por tratamento em gaiolas de tubos de PVC (23 cm de altura x
10 cm didmetro), revestidas internamente com papel jornal como substrato para a oviposicéo.
Os adultos foram alimentados com uma solugdo de mel a 10% embebida em algoddo. A
solucéo de mel e o revestimento de cada gaiola foram substituidos diariamente e 0 nimero de

ovos de todas as posturas foi contabilizado. Da segunda postura de cada casal, foram
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separados 100 ovos em copos plésticos de 100 mL com tampa, contendo um pedago de um
papel filtro umedecido para a determinacdo do periodo embrionario e a viabilidade dos ovos.
O numero de lagartas neonatas eclodidas foi aferido diariamente. Todos os parametros
bioldgicos foram determinados a partir de observacbes didrias. Todo experimento foi
conduzido em salas climatizadas com temperatura de 25 + 2 °C, umidade relativa de 70
10% e fotofase de 14h

3.2.3. Analise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram analisados utilizando GLM de acordo com a
distribuicdo de cada dado. Os dados relativos a duracdo das fases bioldgicas, peso de pupa e
longevidade de adultos foram adequados a distribuicdo Gaussiana; as taxas de viabilidade das
fases bioldgicas foram adequadas a distribuicdo quase-binomial; os dados de razdo sexual
foram adequados a distribuicdo binomial; por fim, os de fecundidade e periodos de pré-,
oviposicdo e pés- de fémeas foram adequados a distribuicdo quase-Poisson. O ajuste ao
modelo escolhido foi verificado utilizando o pacote hnp (MORAL et al., 2017). Foram
confeccionadas tabelas de vida de fertilidade para estimar o tempo médio de uma geracdo (T),
a taxa liquida de reproducdo (Ro), a taxa intrinseca de crescimento (rm) e a taxa finita de
aumento () através do procedimento lifetable.r (MAIA et al., 2014). Foi realizada analise de
variancia ANOVA 2-fatores, para verificar o efeito de cada fator (raca, linhagem) e sua
interacdo para cada parametro avaliado, considerando a linhagem (Sus — suscetivel, H1 —
heterorizogoto 1, H2 — heterozigoto 2 e Res — resistente) e a raca (RC — hibrida e C — milho)
como variaveis independentes. As médias foram comparadas através do pacote Ismeans, e as
diferengas estatisticas determinadas utilizando o ajuste de Tukey (a=0,05). Os graficos foram
gerados com o uso do pacote ggplot2. Todas as analises estatisticas foram conduzidas no
software R (R Core Team, 2020). O custo adaptativo relativo foi também calculado de acordo

com o método proposto por (BIRD, 2020):
Custo adaptativo relativo (w) = r,,, (Res, H1,H2) =+ 1, (Sus)
onde rm representa o valor da taxa intrinseca de crescimento e as linhagens Res (resistente a

teflubenzuron), H1 (heterozigota 1: cruzamento @ Res x & Sus), H2 (heterozigota 2:
cruzamento @ Sus x & Res) e Sus (suscetivel a teflubenzuron). Os valores de custo adaptativo
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relativo (w) foram obtidos de forma separada para cada raca, sendo o valor de cada linhagem
(Res, H1 ou H2) obtidos em relacdo a respectiva linhagem suscetivel (Sus) da mesma raga. De

forma padréo, para as linhagens suscetiveis (Sus), w = 1.

3.3. Resultados
3.3.1. Duracao das fases bioldgicas

Os efeitos dos fatores raca, linhagem e interacdo ndo foram significativos no
parametro duracdo da fase de ovo (F = 0,28; gl = 1; 154; P = 0,59 para raca, F = 0,76; gl = 3;
155; P = 0,52 para linhagem; F = 0,61; gl = 3; 151; P = 0,61 para interacdo). A média da
duracéo da fase de ovo foi de 3,05 a 3,15 dias em todas as linhagens avaliadas (Figura 3.1).

A duracdo do estagio larval foi afetada pelos fatores raca, linhagem e interacdo (F =
12,32; gl = 1; 153; P < 0,05 para raca, F = 19,71; gl = 3; 154; P < 0,001 para linhagem e F =
5,69; gl = 3; 150; P = 0,001 para a interacdo). A maior duracdo deste periodo foi de 18,23 dias
encontrada na linhagem RC-Res, aproximadamente 1,5 dia mais longa que as demais
linhagens da raca hibrida. Por outro lado, as linhagens RC-Res e C-Res ndo diferiram entre si
(18,23 e 18,09, respectivamente). A raca milho apresentou maior duracdo da fase larval para
as linhagens C-Sus (18,23) e C-H2 (18,10), diferindo estatisticamente das linhagens RC-Sus
(16,91) e RC-H2 (17,20) da raca hibrida (Figura 3.1).

O efeito da linhagem na duragdo do tempo de pupa ndo foi significativo (F = 1,28; gl
= 3, 155; P = 0,29). De forma contraria, os efeitos da raca e da interacdo foram todos
significativos (F = 73,25; gl = 1, 154; P < 0,001 pararaca e F = 3,53; gl = 3, 151; P = 0,017
para a interacdo). Diferencas na duracdo do periodo pupal entre racas foi observada para todas
as linhagens, sendo que a raca hibrida apresentou em média 1,5 dias a mais nesta fase (Figura
3.1).
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Figura 3.1. Tempo de duracdo das fases biologicas de ovo, larva e pupa das linhagens
suscetivel (Sus), heterozigotas (H1 e H2) e resistente (Res) a teflubenzuron das racas hibrida
(RC) e milho (C) de S. frugiperda. Grupos de barras (xDP) seguidos de mesma letra ndo
diferem significativamente entre si (Tukey; p>0,05). Letras mailsculas indicam comparacao
entre racas e letras minusculas entre linhagens.

3.3.2. Sobrevivéncia das fases biologicas

O efeito da linhagem no parametro viabilidade da fase de ovo foi significativo (F =
12,80; gl = 3; 155; P < 0,001). Por outro lado, o efeito da raga e da interacdo ndo foram
significativos neste mesmo parametro avaliado (F = 0,31; gl = 1; 154; P = 0,58 para linhagem
e F=0,04; gl = 3; 151; P = 0,99 para a interacdo).

As maiores viabilidades foram encontradas nas linhagens RC-H1 (95%), C-H1
(98%), RC-H2 (88%) e C-H2 (91%), enquanto as nas linhagens RC-Res e C-Res (38 e 45%,
respectivamente), apresentaram as menores viabilidades (Figura 3.2).

O efeito da raca, linhagem e da interacdo foram todos significativos no parametro
viabilidade da fase larval (F = 9,10; gl = 3; 155; P < 0,001 para linhagem, F = 4,75; gl = 1;
154; P = 0,03 para raga e F = 37,18; gl = 3; 151; P < 0,001 para a interacdo). A menor
viabilidade nesta fase foi encontrada na linhagem C-Res (33%), diferindo das demais
linhagens da mesma raca e também da RC-Res (69%). Para a raca hibrida, a menor
viabilidade foi encontrada na linhagem RC-Sus (52%). Todas as quatro linhagens
heterozigotas apresentaram viabilidade superior a 60% na fase larval (Figura 3.2).

Por fim, para o pardmetro viabilidade da fase de pupa, o fator linhagem nédo foi
significativo (F = 0,68; gl = 3; 154; P = 0,56), enquanto que o fator raca e a intera¢do foram
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significativos (F = 6,25; gl = 1; 153; P = 0,013 para raca e F = 8,11; gl = 3; 150; P < 0,001
para a interagdo). Para a raga milho, a menor viabilidade foi encontrada em C-Res (73%) e a
maior em C-Sus (91%), enquanto que na raca arroz a menor e maior viabilidades foram
encontradas em RC-Sus (79%) e RC-H2 (92%), respectivamente. Todas as linhagens, de

ambas as racas, apresentaram alta viabilidade (>73%) nesta fase (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Viabilidade das fases bioldgicas de ovo, larva e pupa das linhagens suscetivel
(Sus), heterozigotas (H1 e H2) e resistente (Res) a teflubenzuron das racas hibrida (RC) e
milho (C) de S. frugiperda. Grupos de barras (+ EP) seguidos de mesma letra ndo diferem
significativamente entre si (Tukey; p > 0,05). Letras mailsculas indicam comparacdo entre
racas e letras mindsculas entre linhagens.

3.3.3. Peso de pupa

No parametro peso de pupa de fémeas com 24h, os efeitos dos fatores linhagem e
raca foram significativos (F = 16,36; gl = 3; 148; P < 0,001 para linhagem; F = 13,52; gl = 1,
151; P < 0,001 para raca), sendo que a interacdo destes fatores ndo foi significativa (F = 2,32;
gl = 3; 144; P = 0,08). Os menores pesos foram encontrados em C-Res (175,7 mg) e RC-Res
(180,6 mg), ndo diferindo entre si e entre as respectivas suscetiveis, enquanto que 0s maiores
valores foram encontrados nas linhagens heterozigotas de ambas as racas, as quais foram de
10 a 20 mg mais pesadas.

Com relacdo ao pardmetro peso de pupa de machos com 24h, o efeito do fator

linhagem foi significativo (F = 6,75; gl = 3; 151; P < 0,001), porém, os efeitos da raca e da
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interacdo ndo foram significativos (F = 0,84; gl = 1; 150; P = 0,36 pararaca; F = 0,71; gl = 3;
147; P = 0,55 para a interacdo). Neste sexo, 0s menores pesos foram encontrados em C-Sus
(190,2 mg) e RC-Sus (185,5 mg), as quais ndo diferiram entre si e entre as respectivas

linhagens resistentes (Tabela 3.1).

3.3.4. Razao sexual

Os efeitos dos fatores linhagem, raca e a interacdo ndo foram significativos no
parametro razdo sexual (F = 2,1049; gl = 3; 154; P = 0,09727 para linhagem, F = 0,8087; gl =
1; 153; P = 0,36851 pararaca e F = 1,7517; gl = 3; 150; P = 0,15405 para a intera¢do). Todas
as linhagens, de ambas as racas, apresentaram razao sexual proxima de 0,5 (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Peso de pupa com 24h e razdo sexual das linhagens suscetivel (Sus),
heterozigotas (H1 e H2) e resistente (Res) a teflubenzuron das racas hibrida (RC) e milho (C)
de S. frugiperda.

Peso de pupa (mg)

Raca-Linhagem Fémeas Machos Razéo sexual
C-Res 175,7 + 4,3 Ab 191,8+5,4 Ab 0,56 £ 0,07 Aa
C-Sus 176,5+ 2,3 Ab 190,2 £ 2,5 Ab 0,49 £ 0,03 Aa
C-H1 193,6 £ 2,9 Aa 198,7 + 3,2 Aab 0,48 £ 0,04 Aa
C-H2 188,8 + 2,5 Bab 208,3 £ 3,9 Aa 0,55 £ 0,05 Aa

RC-Res 180,6 + 3,1 Ac 195,9 + 3,1 Aab 0,45+ 0,03 Aa
RC-Sus 187,7 £ 4,0 Abc 1855+ 2,8 Ab 0,52 £ 0,05 Aa
RC-H1 194,1 + 3,5 Aab 194,4 + 2,8 Aab 0,44 £ 0,04 Aa
RC-H2 204,7+ 2,5 Aa 206,7 £ 2,9 Aa 0,55+ 0,03 Aa

dMédias de cada coluna (+ EP) seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre
si (Tukey; p > 0,05). Letras mailsculas indicam comparacao entre racas e letras minasculas
entre linhagens.

3.3.5. Fecundidade

Os efeitos da linhagem, da raca e da interacdo foram todos significativos no
parametro numero de ovos por fémea (F = 20,26; gl = 3; 116; P < 0,001 para linhagem, F =
8,69; gl = 1; 115; P = 0,004 pararaca e F = 3,68; gl = 3; 112; P = 0,014 para a interacdo). As
quatro linhagens heterozigotas apresentaram a maior média de total de ovos por fémea,



60

variando de 1821 a 2302 ovos, ndo diferindo entre si. Entre as linhagens suscetiveis, a RC-Sus
apresentou maior numero de ovos comparada & C-Sus (2150 ovos e 1485 ovos,
respectivamente). De forma geral, houve uma grande redug¢do no nimero médio de ovos
depositados por fémeas das linhagens resistentes RC-Res (1101 ovos) e C-Res (1324 ovos)
(Figura 3.3).
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Figura 3.3. Fecundidade de fémeas das linhagens suscetivel (Sus), heterozigotas (H1 e H2) e
resistente (Res) a teflubenzuron das racas hibrida (RC) e milho (C) de S. frugiperda. Grupos
de barras (£EP) seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey; p >
0,05). Letras maiusculas indicam comparacao entre racgas e letras minasculas entre linhagens.

3.3.6. Periodos de pré-oviposicdo, oviposi¢cao e pds-oviposicao

Para o parametro periodo de pré-oviposicdo, os efeitos da linhagem ndo foram
significativos (F = 0,67; gl = 3; 151; P = 0,57), por outro lado, a raca (F = 60,26; gl = 1; 150;
P <0,001) e interagédo (F = 4,22; gl = 3; 147; P = 0,007) foram significativos. De forma geral,
as linhagens da raca hibrida apresentaram periodos de pré-oviposicdo mais extensos quando
comparadas a raga milho (Tabela 3.2).

Os efeitos da linhagem, raca e da interacdo foram todos significativos para o
periodo de oviposicao (F = 10,92; gl = 3; 151; P < 0,001 para a linhagem, F = 37,98; gl = 1,
150; P < 0,001 pararaca e F = 7,40; gl = 3; 147; P < 0,001 para a interagdo). O maior periodo
de oviposicédo geral foi encontrado na linhagem RC-H2 (15,3 dias), enquanto que o menor na
linhagem C-Sus (6,45 dias) (Tabela 3.2).



61

Para o parametro periodo de pds-oviposi¢do o efeito da linhagem foi significativo (F
=4,63; gl = 3; 151; P = 0,004), enquanto que os demais ndo foram (F = 0,78; gl = 1; 150; P =
0,38 para raca e F = 2,56; gl = 3; 147; P = 0,06 para a interacdo entre linhagem e raga). A
linhagem RC-Res apresentou o periodo de pos-oviposi¢do mais longo (2,4 dias) e a linhagem
C-H2 o mais curto (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Duracdo dos periodos de pré-oviposicdo, oviposicdo e pds-oviposicdo das
linhagens suscetivel (Sus), heterozigotas (H1 e H2) e resistente (Res) a teflubenzuron das
racas hibrida (RC) e milho (C) de S. frugiperda.

Periodo (dias)

Raca-Linhagem Pré-oviposigdo Oviposicao Pés-oviposigdo
C-Res 3,40 £ 0,30 Ba 9,75+ 0,93 Aa 1,80 + 0,68 Aa
C-Sus 3,70 £ 0,19 Aa 6,45 + 0,48 Bb 0,30+ 0,10 Aa
C-H1 2,95+ 0,22 Ba 10,95 + 0,41 Aa 0,65+ 0,18 Aa
C-H2 3,40 £ 0,27 Ba 9,60 + 0,74 Ba 0,15+0,11 Aa

RC-Res 6,93 £ 0,99 Aa 9,60 £ 1,02 Ab 2,40 £ 0,73 Aa
RC-Sus 4,45 + 0,35 Aa 11,30 £ 0,72 Ab 0,85+ 0,39 Aab
RC-H1 6,00 £ 0,64 Aa 12,55 + 0,63 Aab 0,35+0,13 Ab
RC-H2 4,80 + 0,35 Aa 15,30 + 0,55 Aa 1,20 + 0,39 Aab

dMédias de cada coluna (+ EP) seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre
si (Tukey; p > 0,05). Letras maiusculas indicam comparacdo entre racas e letras minusculas
entre linhagens.

3.3.7. Longevidade de adultos

Com relacdo ao parametro longevidade de adultos, o fator linhagem foi significativo
para fémeas (F = 3,7437; gl = 3; 150; P = 0,0125), contudo, ndo o foi para machos (F =
1,4199; gl = 3; 148; P = 0,2394). O fator raca foi significativo para ambos os sexos (F =
8,073; gl = 1; 149; P = 0,0051 para fémeas e F = 10,8507; gl = 1; 147; P = 0,0012 para
machos). Por fim, a interacdo foi significativa apenas para as fémeas (F = 2,6683; gl = 3; 146;
P =0,0499 para fémeas e F = 0,1224; gl = 3; 144; P = 0,9467 para machos). De forma geral,
os adultos da raga hibrida foram mais longevos que os da raga milho (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Longevidade de adultos das diferentes linhagens suscetivel (Sus), heterozigotas
(H1 e H2) e resistente (Res) a teflubenzuron das racas hibrida (RC) e milho (C) de S.
frugiperda. Grupos de barras (+ EP) seguidos de mesma letra ndo diferem significativamente
entre si (Tukey; p > 0,05). Letras maidsculas indicam comparagdo entre ragas e letras
minusculas entre linhagens.

3.3.8. Parametros de crescimento populacional

O parametro taxa liquida de reprodugdo (Ro) foi afetado pela linhagem, raca e
interacdo (F = 12611, gl = 3; 151; P < 0,001 para linhagem; F = 585; gl = 1; 150; P < 0,001
para raca e F = 1707; gl = 3; 147; P < 0,001 para a interacdo). Os valores de Ro diferiram
entre linhagens da mesma raca, sendo que as linhagens RC-Res e C-Res apresentaram 0s
menores valores, contudo, ndo diferiram entre si. As linhagens heterozigotas apresentaram 0s
maiores valores de Ro (Tabela 3.3).

A duracdo média de uma geracdo (T) foi afetada pelos fatores linhagem, racga e sua
interacdo (F = 12993; gl = 3; 151; P < 0,001 para linhagem; F = 68475; gl = 1; 150; P < 0,001
para raca e F = 3947; gl = 3; 147; P < 0,001 para a interacdo). As linhagens C-Res e RC-Res
apresentaram maior duracdo de T, diferindo estatisticamente das demais linhagens da mesma
raca e entre si. A linhagem que apresentou menor duracdo foi a C-H1 (32,3 dias) enquanto
que a RC-Res apresentou a maior duracdo (40,04 dias). Em meédia, as linhagens da raca
hibrida apresentaram duragdo de T cerca de 3 dias mais longa que as linhagens da raca milho
(Tabela 3.3).

Os efeitos da linhagem, raca e da interagdo foram todos significativos tanto no

pardmetro taxa intrinseca de crescimento (rm) (F = 14588; gl = 3; 151; P < 0,001 para
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linhagem; F = 11305; gl = 1; 150; P < 0,001 para raca e F = 1226; gl = 3; 147; P < 0,001 para
a interagdo) quanto no parametro taxa finita de aumento (1) (F = 14618; gl = 3; 151; P <
0,001 para linhagem; F = 13784; gl = 1; 150; P < 0,001 pararacae F =1519; gl =3; 147; P <
0,001 para a interacdo). Para a raca milho, a linhagem C-Res apresentou a menor taxa
intrinseca de crescimento (0,14) e menor taxa finita de aumento (1,15) diferindo das linhagens
suscetivel e heterozigotas. Padrdo semelhante péde ser observado para a raca hibrida, onde a
linhagem resistente RC-Res também apresentou o menor valores de rm (0,13) e 4 (1,13)
(Tabela 3.3).

O custo adaptativo relativo (w), obtido através da divisdo da taxa intrinseca de
crescimento da linhagem resistente ou heterozigota pela mesma taxa da linhagem suscetivel, é
assumido como (w = 1) para as linhagens suscetiveis. Desta forma, o custo adaptativo relativo
das linhagens C-Res, C-H1 e C-H2 sdo 0,78, 1,11 e 1, respectivamente. Para a raca hibrida,
encontrou-se 0 custo adaptativo relativo de 0,76 e 1 nas linhagens RC-Res e RC-H1,
respectivamente; por outro lado, a linhagem RC-H2 apresentou o maior valor de todas as
linhagens desta raca (1,06). De acordo com esses resultados, as linhagens resistentes, de
ambas as racas, apresentaram desvantagem biologica comparadas as suas respectivas
linhagens suscetiveis e heterozigotas. Por outro lado, as linhagens heterozigotas ndo somente
nédo apresentaram desvantagem, como mostraram-se com custo adaptativo relativo semelhante
as linhagens suscetiveis. Este resultado é um indicativo de que o custo adaptativo da

resisténcia a teflubenzuron em S. frugiperda é recessivo, independente da raca.
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Tabela 3.3. Parametros de tabela de vida das linhagens suscetivel (Sus), heterozigotas (H1 e
H2) e resistente (Res) a teflubenzuron das racas hibrida e milho de S. frugiperda.

Parametros de tabela de vida®® Linhagem i Raca i
Milho (C) Hibrida (RC)
Res 158,92 + 92 Ad 162,13+ 7,44 Ad
- Sus 399,31+ 7,80 Ac 398,91 +5,40 Ac
H1 573,68 £ 11,46 Aa 506,60 + 5,42 Bb
H2 490,87 £8,90 Bb 689,32 £ 7,16 Aa
Res 35,93 +0,18 Ba 40,04 £ 0,24 Aa
Sus 33,87 +0,15Bb 35,91 +£0,17 Ac
! H1 32,30 £ 0,09 Bc 37,30 £ 0,10 Ab
H2 33,66 +0,17 Bb 37,00 £ 0,23 Ab
Res 0,14 + 0,002 Ac 0,13 + 0,004 Bc
Sus 0,18 + 0,002 Ab 0,17 £ 0,001 Bb
m H1 0,20 + 0,002 Aa 0,17 £ 0,001 Bb
H2 0,18 £ 0,002 Ab 0,18 + 0,001 Aa
Res 1,15+ 0,003 Ac 1,13+ 0,005 Bc
Sus 1,19 + 0,003 Ab 1,18 + 0,002 Ab
/ H1 1,21 £ 0,002 Aa 1,18 + 0,001 Bb
H2 1,19 + 0,003 Ab 1,19+ 0,001 Aa
Res 0,78 0,76
w Sus 1 1
H1 1,11 1
H2 1 1,06

8Ro: Taxa liquida de reproducéo; T: Tempo médio de uma geracdo (dias); rm: Taxa intrinseca
de crescimento; A: Taxa finita de aumento; w: Custo adaptativo relativo = rm (Res, H1, H2) +
rm (Sus). °Médias de cada coluna (+ DP) seguidas de mesma letra ndo diferem
significativamente entre si (Tukey; p > 0,05). Letras mailsculas indicam comparacgdo entre
racas e letras mindsculas entre linhagens.

3.4. Discussao

Estudos que mensuram o custo adaptativo associado a resisténcia sdo geralmente
realizados pela comparagdo de uma linhagem resistente proveniente de uma populacéo de

campo e uma suscetivel de referéncia, a qual é mantida em laboratério por varios anos sem
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pressdo de selecdo de inseticidas. Porém, para analisar somente o efeito dos alelos que
conferem a resisténcia no custo adaptativo, deve-se optar por linhagens quase-isogénicas
(FFRENCH-CONSTANT; BASS, 2017), visto que o componente genético pode influenciar
no custo adaptativo (RAYMOND; WRIGHT; BONSALL, 2011). Uma outra abordagem
alternativa a esta, é atraves da utilizacdo de uma populacdo coletada em campo, a qual é
separada em duas linhagens adicionais, sendo uma mantida na auséncia e a outra na presenca
da pressao de selecdo. Neste método, a resisténcia é selecionada a partir de alelos ja presentes

na populacgéo, ao qual no final do processo de selecdo encontram-se em homozigose.

No presente estudo, as linhagens utilizadas foram provenientes de um mesmo local de
coleta (geogréfico e cultivo), partindo de uma populacéo inicial da qual foi possivel selecionar
linhagens de S. frugiperda assumidas como suscetiveis (mantidas na auséncia de pressao de
selecdo de inseticidas e proteinas Bt) e resistentes a teflubenzuron (a partir de pressdo de
selecdo do inseticida a toda geracdo). Foi utilizada a abordagem alternativa a utilizacdo de
linhagens quase-isogénicas, visto que a linhagem suscetivel de referéncia disponivel no
laboratério foi identificada como raca milho por ambos os marcadores genéticos
(mitocondrial e nuclear). Isto permitiu a utilizagdo de linhagens resistentes e suscetiveis
originadas de uma mesma populacéo inicial, padronizando as pressoes seletivas sofridas pela
populacdo em campo até o0 momento da coleta, sendo possivel a investigacdo da contribuicdo

do fator raca, e ndo apenas da resisténcia, para o custo adaptativo.

Os resultados indicaram a presenca de custo adaptativo nas linhagens resistentes de
ambas as racas (RC-Res e C-Res). A conversao dos dados bioldgicos coletados em uma tabela
de vida permitiu a visualizacdo de um maior tempo médio de uma geracdo e menor taxa
liquida de reproducdo, o que resultou na reducdo das taxas intrinseca de crescimento e finita
de aumento, e por fim, num menor custo adaptativo relativo. Por outro lado, das linhagens
heterozigotas apresentaram custo adaptativo relativo semelhantes as respectivas linhagens
suscetiveis, indicando auséncia de custo adaptativo da resisténcia nas linhagens heterozigotas.
Resultados semelhantes foram encontrados em estudos de custo adaptativo associado a
resisténcia a benzoilureias em outras espécies de insetos. Um estudo avaliou o custo
adaptativo associado a resisténcia a diflubenzuron em Cydia pomonella (L.), e encontrou
fecundidade, fertilidade, peso e longevidade reduzidos e maior tempo de desenvolvimento
(BOIVIN et al.,, 2001). Em Aedes aegypti (L.) (BELINATO; VALLE, 2015), mosquitos
resistentes a diflubenzuron apresentaram menores sucesso de alimenta¢do, quantidade de

sangue ingerido, numero de ovos e eficiéncia de copula, comparados a linhagem suscetivel.
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Em Chrysodeixis includens (Walker) resistente a teflubenzuron, os insetos apresentaram
maior tempo de desenvolvimento, e menores numero de ovos por fémea e viabilidade desta
fase (STACKE et al., 2020), resultando em maior tempo médio de uma geragdo, e menores

taxas liquida de reproducéo e intrinseca de crescimento.

Em S. frugiperda, o mecanismo de resisténcia a benzoilureias foi relatado como sendo
majoritariamente via metabolica, através da regulacdo expressdo de enzimas relacionadas a
metabolizacdo de xenobioticos, principalmente monooxigenases do complexo citocromo P450
(CYPs) (NASCIMENTO, 2018; NASCIMENTO et al., 2015). A superexpressdo do complexo
enzimatico envolvido na resisténcia apresenta um alto gasto de energia ao inseto, e na
auséncia do inseticida os individuos resistentes poderiam apresentar uma desvantagem
energética em comparacao aos respectivos suscetiveis. Em uma linhagem de Culex pipiens
(L.) resistente a inseticidas via superproducdo de enzimas esterases, a medicdo de fontes de
energia indicou que insetos resistentes carregam 30% a menos de reservas energéticas totais
na forma de lipidios e acucares, comparada a respectiva linhagem suscetivel (RIVERO et al.,
2011). Essas informagdes juntas poderiam explicar o custo adaptativo encontrado nas
linhagens resistentes RC-Res e C-Res no presente trabalho.

Em condigdes de campo, dado que as linhagens resistentes apresentaram menor custo
adaptativo relativo em milho, individuos suscetiveis e heterozigotos estariam em maior
nimero em detrimento dos individuos resistentes, caso a pressdo de selecdo fosse cessada
apds uso continuo do inseticida. E importante determinar o custo adaptativo de linhagens
resistentes, contudo, as linhagens heterozigotas ndo podem ser ignoradas, ja que a presenca
dos alelos da resisténcia em heterozigose nao ocasionaram um custo nos parametros
avaliados, estes poderiam permanecer presentes e amplamente distribuidos na populacéo na
auséncia da pressdo de selecdo. Desta forma, com a retomada do uso de teflubenzuron, a

resisténcia evoluiria mais rapidamente e consequentemente a falha de controle.

A extensdo do custo adaptativo pode ser influenciada por diversos fatores ecoldgicos
e ambientais, como por exemplo pelo componente genético, temperatura, qualidade da dieta,
planta hospedeira, entre outros (CHEN et al., 2019; RAYMOND; WRIGHT; BONSALL,
2011; WILLIAMS et al., 2011; YANG et al., 2018). Por outro lado, ao avaliar a biologia em
diferentes hospedeiros, 0 mesmo pode apresentar custo adaptativo, e a magnitude deste pode
variar de acordo com a planta avaliada (CHEN et al., 2019; GARLET et al., 2021). Isso

ocorre, pois, as plantas produzem diferentes compostos secundarios que causam um estresse



67

fisiologico no inseto, podendo afetar a biologia, desenvolvimento e sobrevivéncia destes,
como DIMBOA em milho por exemplo (SILVA-BRANDAO et al., 2020). Em condic@es de
campo, os insetos tém de lidar com diversos fatores adversos, bioticos e abioticos, que podem
agir como agentes estressores e assim influenciar no custo adaptativo em diferentes graus. A
rede de interacbes presentes neste cenario € bastante complexa, e idealmente, todos esses
aspectos deveriam ser estudados.

A avaliacdo de custo da resisténcia é baseada, em grande maioria, na obtencdo de
parametros bioldgicos (como tempo de desenvolvimento, viabilidade das fases bioldgicas,
razdo sexual, longevidade, fecundidade e fertilidade) para construcdo de tabela de vida.
Contudo, o custo pode estar presente em outros aspectos da biologia do inseto, ainda pouco
investigados, como por exemplo na vulnerabilidade a predacgéo ou parasitismo (JACKSON et
al., 2020), tolerancia téermica (ZHANG et al., 2015) e comportamento reprodutivo (DELISLE;
VINCENT, 2002; EL-SAYED; FRASER; TRIMBLE, 2001; XU; CAO; DONG, 2010;
ZHAO et al., 2009). A habilidade do inseto de evitar sua predacdo ou parasitismo, assim
como de encontrar um parceiro para cépula, estd diretamente ligada a sua capacidade de
sobrevivéncia e sucesso reprodutivo, que sao inerentes para a selecao de individuos resistentes
na populacdo e consequente evolucdo da resisténcia. Desta forma, a abordagem de outros
aspectos biolégicos poderia complementar estudos de custo adaptativo da resisténcia num

cenario futuro.

Os resultados obtidos na presente pesquisa indicam que ha custo adaptativo na
resisténcia de S. frugiperda a teflubenzuron nos parametros biol6gicos avaliados, contudo,
ndo foram encontradas diferencas significativas entre as racas hibrida e milho. Do ponto de
vista pratico, essa € uma informacdo interessante e que vale a pena ser explorada no MRI,
visto que na auséncia da pressdo de selecdo do inseticida, esses individuos seriam reduzidos
de forma gradativa em campo. Por outro lado, as linhagens heterozigotas apresentam
desempenho bioldgico semelhante as suscetiveis. Este dado associado a possivel resisténcia
cruzada com outras moléculas do mesmo grupo quimico (NASCIMENTO et al., 2021), é
preocupante, pois 0 aumento desses alelos no campo poderia afetar a durabilidade das

benzoilureias como ferramenta no manejo da espécie.

3.5. Conclusdes
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e Ha custo adaptativo associado a resisténcia a teflubenzuron nas racas milho e hibrida
de S. frugiperda;

e Nao h& efeito da raca sobre a magnitude do custo adaptativo da resisténcia a
teflubenzuron em S. frugiperda.
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4. ANALISE COMPARATIVA DA EXPRESSAO GENICA ENVOLVIDA NA
RESISTENCIA A TEFLUBENZURON EM RACAS DE Spodoptera frugiperda
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO

A evolucdo da resisténcia de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) a inseticidas tem sido
um dos grandes desafios em programas de manejo desta praga. Com a caracterizacdo da
resisténcia a teflubenzuron em diferentes racas de S. frugiperda, o objetivo deste estudo foi
avaliar a expressdo de diferentes genes em linhagens resistentes e suscetiveis ao inseticida
teflubenzuron das racas milho e hibrida. Para tanto, a partir de um transcritoma prévio de
linhagens suscetivel e resistente de S. frugiperda a teflubenzuron, foram selecionados
transcritos diferencialmente expressos e ligados a processos de desintoxicacdo de
xenobioticos, tegumento, regulacdo génica e metabolismo energético. A avaliacdo da
expressdao génica foi realizada por PCR quantificativo em tempo real (qPCR). As
comparac0es estatisticas foram feitas a partir dos dados de Act e expressao relativa, utilizando
0 método 2722, As analises demonstraram que dos 17 transcritos avaliados, 14 apresentaram
expressdo diferencial (p < 0,05) entre linhagens suscetivel e resistente de alguma das ragas,
sendo que 9 deles foram diferencialmente expressos entre racas. Na raca hibrida, os
transcritos mais expressos encontram-se no grupo de componentes cuticulares, com foco nas
proteinas cuticulares RR-1 e RR-2. Ja para a raca milho, os transcritos relacionados a
desintoxicacdo foram mais expressos, com destaque para as enzimas do complexo citocromo
P450 (CYPs). Os maiores contrastes na expressao génica entre racas foram encontrados nos
transcritos relacionados as enzimas CYPs e proteinas cuticulares RR-1 e RR-2. As racas
hibrida e milho resistentes a teflubenzuron apresentaram superexpressao dos transcritos
CYP6AB31, SULT1C4b, Cht7 e DNMTL. As racas de S. frugiperda apresentaram perfis de
expressao génica distintos para 0s transcritos avaliados. Esses resultados comprovam a
importancia de se identificar a raca de S. frugiperda em estudos de suscetibilidade a
inseticidas.

Palavras-chave: Expressdo génica; Benzoilureias; Resisténcia de Insetos a Inseticidas;
Lagarta-do-cartucho

ABSTRACT

The evolution of resistance of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) to insecticides has
been of the great threat to managing this pest. After characterizing resistance to teflubenzuron
in different host-strains of S. frugiperda, the objective of this study was to evaluate the
differential expression of genes in susceptible (Sus) and resistant (Res) strains to
teflubenzuron in corn and hybrid strains of S. frugiperda. For this purpose, from a previous
transcriptome of susceptible and resistant strains of S. frugiperda to teflubenzuron, it was
selected transcripts differentially expressed between strains and related to detoxification of
xenobiotics, integument, gene regulation and energy metabolism processes. The gene
expression was evaluated by using real-time quantitative PCR (RT-gPCR). The statistical
comparisons were conducted using Act and relative expression, applying the 242t method.
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The analyses demonstrated that from the 17 transcripts evaluated, 14 showed differential
expression (p < 0.05) between susceptible and resistant strains from at least one of the host-
strains, while 9 of them were differentially expressed between host-strains. For the hybrid
strain, the superexpressed transcripts belongs to the cuticular components group, focusing on
cuticular proteins RR-1 and RR-2. For the corn strain, the transcripts related to detoxification
processes were superexpressed, especially enzymes from the cytochrome P450 complex
(CYPs). The greater contrasts in gene expression between host-strains were found for the
CYPs enzymes and RR-1 and RR-2 cuticular proteins. The hybrid and corn strains resistant to
teflubenzuron superexpressed the transcripts CYP6AB31, SULT1C4b, Cht7 and DNMTL.
The host-strains of S. frugiperda showed distinct gene expression profiles for the transcripts
evaluated. These results confirm the relevance of identifying host-strains of S. frugiperda to
evaluate the susceptibility to insecticides.

Key words: Gene expression; Benzoylureas; Insecticide Resistance Management; Fall
armyworm

4.1. Introducéo

A presenca de duas racas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) associadas a plantas
hospedeiras, sendo uma se alimentando preferencialmente em culturas de milho, sorgo e
algoddo (raca milho) e a outra usualmente encontrada se alimentando em arroz e outras
gramineas (raca arroz) ja foi identificada e deve ser considerada em programas de manejo
integrado de pragas (PASHLEY, 1986; PASHLEY; MARTIN, 1987). Dentre as diferencas
entre estas racas de S. frugiperda, estudos tém indicado diferenciacdo no padrdo de
suscetibilidade a inseticidas, proteinas Bt e baculovirus (ADAMCZYK et al., 1997; BUSATO
et al., 2006; INGBER et al., 2021; POPHAM; ROWLEY; HARRISON, 2021; RiOS-DIEZ;
SALDAMANDO-BENJUMEA, 2011). Sem davida, uma melhor compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos na diferenciacdo da suscetibilidade a inseticidas em
racas de S. frugiperda podera contribuir para o refinamento das estratégias de manejo desta
praga.

A resisténcia de S. frugiperda a inseticidas benzoilureias j& foi documentada na
literatura (NASCIMENTO et al. 2015, 2021). As benzoilureias provavelmente atuam na
quitina sintase | (CHS1) (DOURIS et al., 2016), enzima que catalisa a reacdo de incorporacéo
de N-acetilglicosamina durante a sintese de quitina. Trabalhos prévios indicaram mutacdes no
gene da quitina sintase I (CHSI) como responsavel pela resisténcia de Tetranychus urticae
(Koch) ao acaricida etoxazole (VAN LEEUWEN et al., 2012), de Culex pipiens (L.) ao
inseticida diflubenzuron (FOTAKIS et al., 2020) e de Plutella xylostella (L.) e Drosophila
melanogaster (Meig.) a etoxazole e diflubenzuron (DOURIS et al., 2016). Em S. frugiperda,
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ndo foram encontradas mutagdes pontuais e/ou mudancas na expressao da CHSI, desta forma,
alteracdes nesta enzima ndo configuram o mecanismo exclusivo de resisténcia a esse grupo
(NASCIMENTO et al., 2021).

Por outro lado, o provavel mecanismo de resisténcia a benzoilureias foi relatado pela
expressdo elevada de enzimas relacionadas a desintoxica¢do de xenobioticos, como glutationa
S-transferases (GSTs), UDP glicosil transferases (UGTs) e citocromo P450s (CYPs)
(NASCIMENTO, 2018; NASCIMENTO et al., 2015). Aparentemente, a resisténcia ocorre
em um cenario muito complexo em S. frugiperda, sendo mais provavel que a expressao
elevada de enzimas de desintoxicacdo, aliadas a outros processos metabolicos, desempenhem
um importante papel na resisténcia a benzoilureias. As ragas associadas a hospedeiros nesta
espécie apresentam variacGes nas sequéncias e numero de copias de genes envolvidos em
processos de desintoxicacdo, principalmente da familia CYP, assim como expressao
diferencial de vérios deles (GOUIN et al., 2017; ORSUCCI et al., 2020).

Com a caracterizagdo da resisténcia a teflubenzuron em racas milho e hibrida de S.
frugiperda, além da verificacdo de que a raca milho apresenta maior suscetibilidade que a raca
hibrida para a maioria dos inseticidas testados, incluindo teflubenzuron (Capitulo 2), o
objetivo do presente trabalho foi entender os mecanismos moleculares da resisténcia de S.
frugiperda a teflubenzuron e as possiveis diferencas na expressdo de genes potencialmente
envolvidos na resisténcia (NASCIMENTO, 2018), utilizando linhagens resistentes e

suscetiveis a teflubenzuron das racas milho e hibrida de S. frugiperda.

4.2. Material e métodos
4.2.1. Insetos

As linhagens de S. frugiperda utilizadas neste estudo foram obtidas como descrito
previamente no Capitulo 2. Foram utilizadas duas linhagens da raca hibrida (RC) e duas
linhagens da raca milho (C). Cada uma das quatro linhagens, foi mantida por 30 geracdes na
auséncia (RC-Sus e C-Sus) ou na presenca da pressdo de selecdo de teflubenzuron (RC-Res e
C-Res). Todas as linhagens foram mantidas em condi¢des controladas de laboratério (25 + 1
°C, UR 70 £ 10% e fotofase de 14h) sob dieta artificial (KASTEN JR.; PRECETTI; PARRA,
1978).



74

4.2.2. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para a extracdo de RNA total, foram utilizadas lagartas inteiras das linhagens RC-
Sus, C-Sus, RC-Res e C-Res nas primeiras horas do quarto instar larval. Para tal, as lagartas
foram individualizadas em recipientes contendo dieta artificial com 24h de antecedéncia da
extracdo, enquanto ainda estavam no final do terceiro instar. Para a extragdo, foram separadas
cinco lagartas de inicio do quarto instar por linhagem, sendo cada linhagem amostrada em
triplicatas biologicas. As extracdes foram feitas utilizando TRI Reagent® (Sigma-Aldrich),
seguindo-se o protocolo do fabricante para extracdo de RNA de tecidos. As amostras foram
maceradas com pistilos de plastico em 1 mL da solucdo e homogeneizadas em vortex. O
lisado foi centrifugado a 12.000g e 4 °C por 5 minutos, e 0 sobrenadante coletado e
transferido para um novo tubo, permanecendo incubado por 5 minutos para completa
dissociacdo do complexo nucleoproteico. Em seguida, foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio
em cada tubo, permanecendo por mais 3 minutos. As amostras seguiram para centrifuga a
12.000g e 4 °C por 15 minutos, resultando numa fase inferior avermelhada formada por fenol-
cloroférmio (contendo DNA e proteinas), uma interfase esbranquicada, e uma fase superior
incolor (contendo RNA). A fase superior incolor foi recuperada e transferida para um novo
tubo, no qual 0,5 mL de isopropanol puro gelado foi adicionado. As amostras permaneceram
incubadas por 10 minutos e foram centrifugadas pelo mesmo tempo a 12.000g a 4 °C, para
precipitacdo do RNA. O sobrenadante foi descartado e o pellet formado no fundo do tubo foi
lavado com etanol 75% gelado por trés vezes, os precipitados foram parcialmente secos ao ar
livre e depois ressuspendidos em 50 pL de agua livre de nucleases. O rendimento e a
qualidade da extracdo de RNA foram determinados por meio da leitura de absorbancia
utilizando o equipamento Epoc™, ajustado para leitura de amostras de RNA. Amostras com
razdo Azeo/Azso entre 1,8 ¢ 2,0 e concentragio entre 2,0 e 2,5 ng.uL! apresentaram qualidade
e concentracdo 6timas para utilizacdo no experimento.

As amostras de RNA total extraidas foram submetidas a reacdo de transcricdo
reversa com 0 uso do kit ImProm-1I"™ Reverse Transcription System (Promega), segundo
instrucdes do fabricante. As reacOes foram divididas em dois passos. No primeiro passo
ocorreu a combinacdo do RNA-alvo com o iniciador. As reagdes consistiram em 2 ug de
RNA, 0,5 pg de de random primers (Invitrogen™) e 4gua livre de nucleases até completar o
volume final de 5 pL.. As amostras foram encubadas a 70 °C por 5 min e em seguida a 4 °C
por mais 5 minutos. No segundo passo foi adicionado ao produto do passo anterior: 4 pL
ImProm-1I™ Reaction Buffer, 2,4 uL MgClz, 1 uL dNTP Mix, 1 pL ImProm-1I"™ Reverse
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Transcriptase ¢ 6,6 puL de 4agua livre de nucleases, num volume final de 20 pL. No
termociclador, as amostras permaneceram a 25 °C (5 min), 55 °C (60 min) e 70 °C (15 min)
para sintese do cDNA. As amostras obtidas foram armazenadas a -20 °C até o momento do

uso.

4.2.3. Anédlise de expressdo génica por PCR em tempo real

Os genes e grupos funcionais foram escolhidos com base na lista de transcritos
diferencialmente expressos entre linhagens de S. frugiperda suscetivel e resistente a
teflubenzuron (Tef-R) pertencentes ao banco de dados interno do laboratério
(NASCIMENTO, 2018). A obtencdo de genes candidatos para anélise de expressao génica foi
baseada em transcritos diferencialmente expressos entre as linhagens considerando p-valor
ajustado < 0,01 e log2 fold change < 5 (supressos em Tef-R) ou > 5 (superexpressos em Tef-
R). A partir destes, foram escolhidos transcritos pertencentes a grupos funcionais ja
previamente relatados como envolvidos no mecanismo de resposta a intoxicacdo ou de
resisténcia a inseticidas, com foco em benzoilureias. Desta forma, foram selecionados
transcritos relativos a enzimas de desintoxicacdo, tegumento, regulacdo génica e diversos
outros relacionados ao metabolismo energético.

A sequéncia relativa a cada transcrito foi recuperada e utilizada para desenhar
iniciadores especificos. Estes iniciadores foram construidos e analisados utilizando as
ferramentas online PrimerQuest Tool (Integrated DNA Technologies) e OligoAnalyzer
(Integrated DNA Technologies). Os iniciadores foram ressuspendidos em agua livre de
nucleases para a concentragdo estoque de 200 pmol/uL, ¢ entdo submetidos a reagdo de PCR
convencional utilizando o cDNA como molde para verificacdo inicial da especificidade destes
(formacdo de uma Unica banda nitida ap06s corrida eletroforética em gel de agarose). Em
seguida, foram realizadas curvas de eficiéncia a partir de reacdes de gPCR utilizando um
gradiente de concentracGes de cDNA de todas as amostras. Inicialmente, foi feita a diluicdo
seriada das amostras de cDNA (contendo uma mistura em partes iguais das quatro linhagens),
de forma a se obter os gradientes de concentragdo de cDNA:&gua de 1:5 (~500 ng), 1:25
(~100 ng), 1:125 (~20 ng), 1:625 (~4 ng) e 1:3125 (~0,8 ng), sendo cada uma dessas
concentracdes amostrada em triplicata para as reacdes de gPCR. Os valores de inclinagdo
obtidos foram submetidos a seguinte formula para o célculo da eficiéncia de cada par de

iniciadores:
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-1
Eficiéncia (%) = 10 inclinagao — 1

Iniciadores que apresentaram intervalo de eficiéncia entre 90-110% e um Unico pico
no gréafico de curva de dissociagdo (revelando um produto especifico), foram considerados
adequados para prosseguimento nas analises de expressdo. As reacdes de amplificacdo foram
feitas na plataforma ViiA™ 7 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Life
Tecnologies), que consistiram em 100 ng c¢cDNA, 5 uL de SYBR Green/ROX gPCR
MasterMix 2X (Thermo Scientific), 0,3 uM de cada um dos iniciadores (Tabela 4.1) e 5 uL de
agua ultrapura, totalizando um volume final de 10 pL. As condigdes de ciclagem constituiram
de 50 °C (2 min), um passo inicial de desnaturacdo de 95 °C (10 min), seguido por 35 ciclos
de 95 °C (15 s), 60 °C (30 s) e 72 °C (30 s). Um controle negativo (sem molde de cDNA) foi
utilizado para verificar auséncia de contaminacdo nas reacdes. A normalizacdo foi realizada
mediante uso do gene de referéncia GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase)
(NASCIMENTO et al., 2015).

4.2.4. Anélise estatistica

O delineamento experimental escolhido foi o inteiramente casualizado, composto por
quatro tratamentos (linhagens RC-Sus, C-Sus, RC-Res e C-Res), sendo cada repeticdo
amostrada em triplicatas biol6gicas contendo 5 lagartas cada e analisada em triplicata técnica
nas reacdes de gPCR. Os dados foram analisados de duas formas: uma analise estatistica foi
realizada com as repeticdes obtidas de Act. Neste caso, as normalizacdes do ct do gene de
interesse pelo gene referéncia, para os quatro tratamentos, foram analisadas por GLM
(General Linear Model) na distribuicdo Gaussiana, e a verificacdo do ajuste ao modelo
escolhido foi feita mediante uso do grafico meio-normal de probabilidades com envelope de
simulacdo do pacote hnp (MORAL; HINDE; DEMETRIO, 2017). Foi realizada anélise de
variancia ANOVA 2-fatores, para verificar o efeito de cada fator (raca, linhagem) e sua
interacdo para cada parametro avaliado, considerando a linhagem (Sus — suscetivel e Res —
resistente) e a raga (RC — hibrida e C — milho) como variaveis independentes. As medias
foram comparadas através do pacote Ismeans, e as diferencas estatisticas determinadas
utilizando o ajuste de Tukey (a=0,05).

Uma segunda analise foi conduzida atraves da obtencdo da expresséo relativa de
acordo com o método 24 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os dados provenientes da
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expressdo relativa foram analisados por GLM, também na distribuicdo Gaussiana, 0 ajuste ao
modelo escolhido foi feito por meio do grafico meio-normal de probabilidades com envelope
de simulagfo do pacote hnp (MORAL; HINDE; DEMETRIO, 2017). Foi realizada anélise de
variancia ANOVA 1-fator de forma separada para cada raca, considerando a linhagem (Res —
resistente e Sus — suscetivel) como varidvel independente. As médias foram comparadas
utilizando o pacote Ismeans, e as diferencas estatisticas determinadas utilizando o ajuste de
Tukey (0=0,05). Os graficos foram gerados através do pacote ggplot2. Todas as analises

estatisticas foram conduzidas no software R v. 4.0.0. (R Core Team, 2020).
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Tabela 4.1. Lista de iniciadores construidos com base nos transcritos diferencialmente expressos para validacao por gPCR.

Transcrito Expressao Oligos iniciadores Sequéncia Descricao
(Tef-R)!
GAPDH_F CGTGGGAGCAGGTTTCGT gliceraldeido-3-
GAPDH fosfato
GAPDH_R ACGGCCGCTTTAGTGTTGTC desidrogenase
DN28793 c2 gl i5 F GAAGTTCCTCGTTCCGTAGAAG citocromo P450
CYP6AB31 + i CYP6AB31
DN28793 c2 gl i5 R GTCTCAGCTGCCAAGATGAT
DN23917 c2 g2 i8_F CAGGGCATAGAAGGTGTTGT citocromo P450
CYPOE2 + : CYP9E2
DN23917 c2 g2 18 R AGATACGCCAACGATGTGATAG
DN29048 c3 gl il F GAACCGACCCTCATCATACAAG citocromo P450
CYP6AE44 + CYP6AE44
DN29048 c3 gl i1 R TTTCACAGTACGCAGAGACTTC
DN28106_c2 gl i3 F CAAGACCCGTGATGGTAACT citocromo P450
CYP321A8 * DN28106_c2 gl i3_R TCTGATCCAATGCCGAAGATAG CYP321A8
DN24831 c0 g1 i13_F ACTGTCGCCCAAGTTCTTATT
AKR + aldo-ceto redutase
DN24831_c0 gl i13 R TCGAAGTTGCTCGCGATAC
DN23725 c0 gl i3 F GATGTCTTCGTCACCAGCTAC
SULT1C4a + sulfotransferase 1C4
DN23725 c0 gl i3 R CAGTGAGAGGTATGGCATTAGAC
DN22563 c1 gl i2 F GCTTGCTGCGTCATTTCTTC sulfotransferase 1C4
SULT1C4b + isoforma X3
DN22563 c1 gl i2_R GCGGGAGTTCGGTATGATG
. DN18725 c0 gl il F CGGTGTATGAGATGCTGTAGTC  RR-1 Cuti105ulaf motif
-la +

DN18725_c0_ g1 i1_R TCGAAACCTCAAACGGTATCC
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RR-1 cuticular motif

DN22768_c0_g2_i4_F GCCTCATCCTGCTCATTCTT _

RR-1b - : 16 isoforma X1
DN22768_c0_g2_i4 R CACCTACACCGTCACTTACAC

AR DN20520 ¢c0 gl il F TGGACTTACCAGCCAAGTATTC  RR-2 Cutli;lélaf motif

-2a +

DN20520_c0_gl il R CAAACACAGACAACGACACATATT

. DN22624 c0 gl i3 F TTTCCACTCGTTGACTGATACC  RR-2 Cutgcéﬂaf motif

- +

DN22624 ¢c0_gl i3 R AGTTCAACTGGTAATCGTAGCC
DN11042_c0 gl il F CATCTCTGCGTCCTTCTCATC

Chtr ¥ DN11042_c0 gl il R CGTCTGCTGGTCGTTTCTTA quitinase 7
DN26694_c0_gl_i4 F TCCGTTGTGACCTCATTGATAC DNA metil-

DNMTL ¥ DN26694_c0_gl i4 R GGGCTGTGGAAACTGTTACT transferase 1
DN28523_c0_g2_i3_F 2-oxoglutarato
> OGDH N _c0_g 3 CGTTCGGGTACTTCTCAATCTC desidrogenase
DN28523_c0_g2_i3_R GTCTACTACGACCTGCTCAAAC
_ DN16890 cl gl i2 F CCTTCCGAAACCTCGTCAAT _

Cit_cl - citocromo cl
DN16890 cl gl i2 R TCTCGAAGTAGTTACCCTCCTC
DN19271 ¢l g3 il F TCGTCAGATGTCCCTTCCA _

ILP2a - : peptideo tipo
DN19271 ¢l g3 il R CTTCAACCTTCAGCACCTACA insulina 2
DN15892_c0_gl il F CTGTGGACGTCGACTTGTTA o

ILP2b + peptideo tipo
DN15892_c0_gl il R CGCCTGTTCCTTTGTTGAAG insulina 2

Transcritos (+) superexpressos e (-) supressos na linhagem resistente a teflubenzuron (Tef-R) (NASCIMENTO, 2018).
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4.3. Resultados
4.3.1. Anélise de expressdo génica por PCR em tempo real

O método 222, o qual se baseia na expressdo relativa dos genes na linhagem
resistente em relacdo a respectiva suscetivel de cada raca, demonstrou que as linhagens
resistentes apresentam expresséo relativa distinta para a maioria dos genes testados (Figura
4.1, Tabela 4.2).

Para a linhagem resistente da raca hibrida (RC-Res), 0s transcritos mais expressos
encontram-se no grupo de componentes cuticulares, sendo RR-1b (55 vezes), RR-2b (7,5
vezes) e Cht7 (3,5 vezes) mais expressos em RC-Res comparado a RC-Sus. Outros transcritos
diferencialmente expressos referem-se aos de desintoxicagdo, com destaque a CYP6AB31 (4
vezes) e SULT1C4b (5 vezes) mais expressos em RC-Res. Além destes, encontra-se DNMT1
(3,5 vezes) e Cit_cl (3,2 vezes) mais expressos em RC-Res. Os demais transcritos nao
diferiram em expresséo entre as linhagens RC-Res e RC-Sus.

Por outro lado, na linhagem resistente da raga milho (C-Res), os transcritos
relacionados a desintoxicacdo de xenobidticos se destacam, principalmente as enzimas do
citocromo P450 (CYP). Em C-Res, os transcritos CYP6AE44 e CYP321A8 foram 25 e 85
vezes mais expressos em C-Res, respectivamente. Outros transcritos relacionados a
desintoxicacdo foram mais expressos, como CYP6AB31 (8 vezes), AKR (2,5 vezes),
SULT1C4a (2,5 vezes) e SULT1C4b (2 vezes). Além destes, os componentes cuticulares RR-
la e Cht7 foram 8,5 vezes e 4 vezes mais expressos, respectivamente. DNMT1 foi 3,5 vezes
mais expresso. Dos demais transcritos, que se referem a processos do metabolismo energético,

foram mais expressos 2-OGDH (2 vezes) e ILP2b (12,5 vezes) em C-Res.
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Figura 4.1. Expressdo relativa das linhagens resistentes ao inseticida teflubenzuron das racas
hibrida (RC-Res) e milho (C-Res) de S. frugiperda obtida pela anélise de gPCR. Os valores

de expressdo relativa foram obtidos através do método 244 utilizando a respectiva linhagem

suscetivel de cada raga como referéncia. Barras horizontais representam a média + EP (n=3).
Nivel de significancia (*): p < 0,05. Genes com expressdo relativa > 1 com “*” foram mais
expressos em relacdo a linhagem suscetivel de referéncia. Na linhagem C-Res néo foi possivel
obter expressdo relativa dos transcritos ILP2b e RR-1b, visto que ndo houve amplificacdo em

reacao de qPCR.
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Tabela 4.2. Estatistica proveniente da analise ANOVA 1-fator da expresséo relativa das linhagens resistentes raca hibrida (RC-Res) e milho (C-
Res) de S. frugiperda, em relagdo as suas respectivas suscetiveis.

Média £ EP (n=3) e estatistica referente a cada raca

Transcrito RC-Res C-Res
CYP6AB31 3,83+1,24 F=13,06;9l =1, 4; P=0,036 8,28 + 2,37 F=52,89;gl=1,4; P=0,005
CYP9E2 1,43+ 0,38 F=0,80;gl=1,4;P=0,422 1,29 +£0,17 F=283;gl=1,4;P=0,168
CYP6AE44 0,77 £ 0,25 F=0,96;9l=1,4;P=0,383 26,03 + 2,20 F=118,36; gl =1, 4, P <0,001
CYP321A8 0,96 + 0,12 F=0,05;gl=1,4;P=0,832 87,01 + 4,59 F =4185,10; gl =1, 4; P <0,001
AKR 1,21 £ 0,53 F=0,16;gl=1,4; P=0,705 2,52+0,18 F=69,00;gl=1,4;P=0,001
SULT1C4a 0,91+0,35 F=0,15;9l=1,4;P=0,716 2,50+0,51 F=798;gl=1,4;P=0,048
SULT1C4b 4,75+ 1,52 F=1992;90l=1,4;P=0,021 1,93+£0,15 F=50,04; gl =1, 4; P=0,002
RR-1a 1,85+ 0,93 F=0,16;gl=1,4;P=0,708 8,77+1,76 F=107,9;9l=1,4;P=0,002
RR-1b 54,15 + 21,53 F=87,08;9l=1, 4; P=0,003 - -
RR-2a 0,81+0,12 F=6,01;9gl=1,4;P=0,070 0,80+0,4 F=0,40;gl=1,4;P=0,563
RR-2b 7,32+1,79 F=41,94;9l=1,4;P=0,007 0,79 £ 0,27 F=107;9gl=1,4;P=0,359
Cht7 3,49 +1,08 F=14,49;9l=1,4;P=0,032 3,86 £ 1,37 F=1345;9l=1,4;,P=0,021
DNMT1 3,32+1,19 F=994;9l=1,4;,P=0,034 3,32+1,19 F=4584;9gl=1,4;P=0,002
2-OGDH 1,27 £ 0,47 F=0,04;gl=1,4;P=0,846 1,96 + 0,19 F=31,56;gl=1,4; P=0,005
Cit_cl 3,24 + 0,94 F=1231;9l=1,4;P=0,025 1,19+0,2 F=2198;9l=1,4;P=0,009
ILP2a 0,83+0,30 F=0,68;9l=1,4;P=0,456 12,33 +1,98 F=32,69; gl =1, 4; P=0,005
ILP2b 0,96 + 0,18 F=0,01;9l=1,4;P=0,933 - -
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Os valores de expressdo relativa foram obtidos através do método 2724t utilizando a respectiva linhagem suscetivel de cada raga como referéncia.
F: teste F; gl: graus de liberdade; nivel de significancia (P < 0,05). Na ragca milho ndo foi realizada estatistica dos transcritos ILP2b e RR-1b, pois
ndo houve amplificacdo em reacdo de qPCR para a linhagem C-Res.
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A andlise estatistica utilizando os valores de Act dos tratamentos possibilitou a
comparacdo dos niveis de expressdo entre linhagens suscetiveis e resistentes a teflubenzuron
de ambas as racas. Os valores meédios, desvio padrdo e respectivas comparacfes estatisticas
encontram-se abaixo (Tabela 4.3). Para os transcritos relacionados a enzimas do complexo
citocromo P450 (CYPs), foi avaliada a expressdo génica dos transcritos CYP6AB3L,
CYP9E2, CYP6AE44 e CYP321A8. O transcrito identificado como CYP321A8 foi mais
expresso na linhagem RC-Sus que C-Sus, por outro lado, foi altamente expresso em C-Res em
comparacgdo a sua respectiva suscetivel (C-Sus) e com a resistente da raca hibrida (RC-Res).
O transcrito CYP6AB31 foi mais expresso nas linhagens resistentes RC-Res e C-Res que nas
respectivas suscetiveis. Para CYP9E2 ndo houve diferenga na expressdo entre as quatro
linhagens. O transcrito CYP6AE44 foi altamente expresso em C-Res, diferindo das demais
trés linhagens.

Para os transcritos relacionados as enzimas sulfotransferases, foram escolhidos os
transcritos SULT1C4a e SULT1C4b. O transcrito SULT1C4a foi mais expresso em C-Res
comparado a C-Sus, contudo, a expressdao foi a mesma em C-Res, RC-Sus e RC-Res.
Enquanto que SULT1C4b foi mais expresso em ambas linhagens resistentes comparadas as
respectivas suscetiveis, sendo mais expresso em C-Sus que RC-Sus.

Para os transcritos relacionados ao tegumento, temos RR-1a e RR-1b, que se referem
as proteinas cuticulares RR-1; RR-2a e RR-2b, que se referem as proteinas cuticulares RR-2;
e Cht7, que se refere a uma quitinase 7 (Tabela 4.3). O transcrito RR-1a foi mais expresso em
C-Res que C-Sus, contudo, foi mais expresso nas linhagens RC-Sus e RC-Res da raca hibrida.
O RR-1b, o qual ndo houve amplificacdo do transcrito na linhagem C-Res, foi mais expresso
em C-Sus que RC-Sus, e diferencialmente mais expresso em RC-Res comparado a sua
respectiva linhagem suscetivel. Para o transcrito RR-2a, mais expresso na raca milho
comparada a hibrida, ndo houve diferenca entre linhagens suscetivel e resistente de mesma
raca. O transcrito RR-2b foi mais expresso em C-Sus que RC-Sus, e superexpresso em RC-
Res. Por fim, Cht7 foi superexpresso em ambas as linhagens resistentes comparado as
respectivas suscetiveis.

Com relagdo ao processo biologico de regulacdo génica, tem-se o transcrito DNMT1,
que se refere a uma DNA metil-transferase 1, o qual foi mais expresso nas linhagens
resistentes RC-Res e C-Res comparada as suscetiveis RC-Sus e C-Sus, contudo, ndo houve

diferenca na expressao deste transcrito entre racas (Tabela 4.3).



85

Para transcritos relacionados ao metabolismo energético, tem-se os transcritos 2-
OGDH, AKR e Cit_c1. O transcrito 2-OGDH, foi mais expresso em C-Res comparado a C-
Sus, contudo, ndo diferiu das linhagens RC-Res e RC-Sus. Para AKR foi observada
superexpressdo em C-Res comparado as demais trés linhagens (Tabela 4.3).

Para transcritos relacionados a peptideos tipo-insulina 2, temos o ILP2a e o ILP2b.
Com relacdo a ILP2a, foi observada superexpressdo em C-Res comparado as demais trés
linhagens. Por fim, para o transcrito ILP2b, para o qual ndo houve amplificacdo na linhagem

C-Res, ndo houve diferenca entre as demais trés linhagens (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3. Valores médios de Act obtidos em reacdo de gPCR utilizando as linhagens suscetivel (Sus) e resistente (Res) a teflubenzuron das

racas hibrida (RC) e milho (C) de S. frugiperda.

Transcrito

Valores médios de Act!

RC-Res

RC-Sus

C-Res

C-Sus

Valor da estatistica dos fatores (linhagem;

raca; interacdo)?

CYP6AB31

4,19 + 0,86 Ab

6,00 + 0,83 Aa

2,95+0,75 Ab

5,90 + 0,34 Aa

(F=28,09; gl =1, 10; P =0,002;
F=1,60;gl=1,9; P=0,253;
F=1,60;gl=1,8;P=0,252)

CYP9E2

3,01 £0,57 Aa

3,40 £ 0,21 Aa

3,17 £ 0,32 Aa

3,52 +0,29 Aa

(F=2,97, gl =1, 10; P = 0,123;
F=0,41;gl=1,9;P=0537;
F=0,01; gl =1, 8; P = 0,915)

CYP6AE44

4,04 +£0,77 Aa

3,53 +0,38 Aa

-0,79+£0,21 Bb

3,85+ 0,36 Aa

(F =55,65; gl =1, 10; P <0,001;
F =66,56;9l=1,9; P<0,001;
F =86,85; gl =1, 8; P <0,001)

CYP321A8

6,05 + 0,30 Aa

5,97 £1,00 Ba

1,99+ 0,13 Bb

8,43+ 0,92 Aa

(F =38,69; gl = 1, 10; P < 0,001;
F =094 gl=1,9;P=0,365
F =50,99; gl = 1, 8; P < 0,001)

SULT1C4a

4,78 + 0,70 Aa

4,45 + 0,67 Aa

4,36 +£ 0,39 Ab

5,63 +0,41 Aa

(F=2,09; gl=1,10; P =0,186;
F=138;gl=1,9;P=0,274;
F=5,99; gl =1, 8; P=0,040)

SULT1C4b

3,51+£0,84 Ab

5,63 + 0,69 Aa

3,31+0,19 Aa

4,24 + 0,32 Ba

(F=20,98; gl =1, 10; P =0,002;
F=7.24;,9l=1,9; P=0,031;
F=3,40; gl =1, 8; P=0,108)

AKR

3,98 £ 0,43 Aa

4,01 +£0,18 Aa

2,46 £ 0,17 Bb

3,79+0,12 Aa

(F = 29,54; gl = 1, 10; P < 0,001;
F=4241; gl =1,9; P<0,001;
F =26,30; gl = 1, 8; P < 0,001)
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(F=95,45; gl =1, 10; P < 0,001,

RR-1a 2,34 +£0,37 Aa 282+0,08Ba 0,66 +0,29 Bb 3,34 £ 0,16 Aa F=910;gl=1,9; P=0,019;
F=53,67;9l=1,8; P<0,001)
(F=55,50;gl=1,7; P<0,001;
RR-1b 6,24+1,09b 11,80 + 1,01 Aa - 9,17+0,24B F=1559;gl=1,6; P=0,011;
)
(F=1,61;gl=1,10; P =0,240;
RR-2a 11,32 +0,22 Aa 1145+0,14Aa 9,57+0,37Ba 9,07 + 0,33 Ba F=146,03;gl=1,9; P<0,001;
F=384;gl=1,8;P=0,086)
(F=7,32;gl=1, 10; P =0,030;
RR-2b 8,91+ 0,93 Bb 11,58 +0,44 Aa 10,11+0,21 Aa 9,43%0,22Ba F=373;gl=1,9; P=0,095;
F=32,60;9l=1,8; P<0,001)
(F=51,94; gl =1, 10; P <0,001;
Cht7 521+0,17 Aa 6,32+0,30 Ab 4,84+047Aa 6,62+0,37 Ab F=0,03;gl=1,9; P=0,858;
F=286;gl=1,8;P=0,129)
(F=2388;gl=1, 10; P =0,001;
DNMT1 3,51+0,84 Ab 563+069Aa 331+019Ab  4,24+0,32 Aa F=10,27;gl=1,9; P=0,012;
F =0,0007; gl =1, 8; P=0,979)
(F=38,91;gl=1,10; P<0,001;
2-OGDH 3,47 £ 0,20 Aa 355+0,15Ba 341+005Ab 4,42+0,17 Aa F=2171;9gl=1,9; P=0,002;
F=28,12;gl =1, 8; P<0,001)
(F=9,31;gl=1,10; P =0,016;
Cit_cl 2,98 £ 0,70 Ab 442+0,44 Aa 342+0,04 Aa  3,67%0,15Aa F=0,025;gl=1,9; P=0,878;
F=473;gl=1,8;P=0,061)
(F=10,74;gl=1,10; P=0,011;
ILP2a 1109+112Aa 1056+1,04Aa 759+038Bb 11,18+0,38 Aa F=947,gl=1,9; P=0,015;

F=19,36; gl = 1, 8; P = 0,002)
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(F=0,044; gl =1, 7; P = 0,840;
ILP2Db 11,48 +0,45a  11,38+0,63 Aa - 11,22 +0,71 A F=0,11; gl =1, 6; P =0,751;
-)

10s valores de Act foram obtidos através da normalizagdo Act = ctgeneinteresse - CteapoH. Médias de cada coluna (+DP) seguidas de mesma letra ndo
diferem significativamente entre si (Tukey; p > 0,05). Letras mailsculas indicam comparacao entre racas e letras mindsculas entre linhagens da
mesma raga. °F: teste F; gl: graus de liberdade. Na linhagem C-Res néo foi realizada estatistica dos transcritos ILP2b e RR-1b, pois ndo houve
amplificacdo em reagéo de gPCR.
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4.4. Discussao

Neste trabalho, foram utilizadas linhagens resistentes ao inseticida teflubenzuron, um
dos inseticidas do grupo das benzoilureias, para entender a expressao de genes potencialmente
relacionados a resisténcia, nas racas de S. frugiperda. A partir de um transcritoma prévio,
foram escolhidos transcritos diferencialmente expressos entre uma linhagem suscetivel e outra
resistente a teflubenzuron, relacionados a enzimas de desintoxicagdo (P450 e
sulfotransferases), tegumento (quitinase, proteinas RR-1 e RR-2), regulacdo génica (DNA
metil transferase) e diversos outros relacionados ao metabolismo energético. No presente
trabalho, foram utilizadas linhagens resistentes e suscetiveis da raga milho “pura” (C-Res e C-
Sus) e raga “hibrida” (RC-Res e RC-Sus) de S. frugiperda, sendo esta ultima identificada
como raca arroz pelo DNA mitocondrial e raca milho pelo DNA nuclear. A analise de
expressao génica relativa demonstrou que o perfil da linhagem C-Res é mais semelhante ao de
Tef-rr, linhagem do transcritoma de referéncia utilizado a qual foi identificada como raca
milho por ambos os marcadores (NASCIMENTO, 2018).

Nos insetos, os inseticidas comumente induzem um aumento da atividade
metabolica de enzimas que participam de processos de desintoxicacdo de xenobioticos. Na
fase | (priméria) deste processo, encontram-se as enzimas do complexo citocromo P450
(CYPs). As CYPs fazem parte de uma superfamilia enzimatica muito importante, e estdo
envolvidas no metabolismo de xenobidticos naturais e sintéticos. Existem 4 grandes clados de
genes P450 em insetos, CYPM (mitocondrial), CYP2, CYP3 e CYP4, sendo os dois ultimos
0s maiores e principais responsaveis pelo metabolismo de xenobidticos e resisténcia a
inseticidas (FEYEREISEN, 2006). Dada a relevancia do clado CYP3 neste contexto de
resisténcia, no presente trabalho foram escolhidos transcritos pertencentes a ele. O
metabolismo de xenobidticos através da desintoxicacdo foi declarado como sendo de suma
importancia e um processo-chave para a resisténcia a teflubenzuron (NASCIMENTO et al.,
2021) e lufenuron (NASCIMENTO et al., 2015). Relacionados a desintoxicagdo, foram
avaliadas a expressdo de 4 transcritos relativos a enzimas do citocromo P450 (CYP), 1 aldo-
ceto redutase e 2 sulfotransferases, sendo todos super expressos em Tef-rr (resistente a
teflubenzuron) no transcritoma de referéncia (NASCIMENTO, 2018).

No presente trabalho, o transcrito CYP6AB31 foi superexpresso em RC-Res e C-
Res. Em Spodoptera litura, a alta expressdo do gene CYP6AB3L1 no intestino medio e corpo
gorduroso é correlacionada com a resisténcia a piretroides (LI et al., 2019). J& os transcritos

CYP6AE44 e CYP321A8 foram superexpressos apenas em C-Res. O silenciamento do cluster
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CYP6AE em uma linhagem de Helicoverpa armigera aumentou a suscetibilidade a algumas
toxinas de plantas e inseticidas sintéticos (WANG et al., 2018), indicando a importancia deste
cluster para a desintoxicacdo de xenobiodticos. Em S. frugiperda o gene CYP321A8
desempenha um papel critico na desintoxicagio em uma linhagem resistente a
chlorantraniliprole (BAI-ZHONG et al., 2020), enquanto que outro transcrito da subfamilia
CYP321A foi altamente expresso em uma linhagem resistente ao inseticida lufenuron
(NASCIMENTO et al., 2015). Em Spodoptera, transcritos da subfamilia CYP321A séo
altamente expressos no intestino médio e/ou corpo gorduroso (BAI-ZHONG et al., 2020;
WANG et al., 2017). Aparentemente a alta expresséo destes transcritos séo um indicativo de
resisténcia a benzoilureias, a0 menos para linhagens da raga milho.

Além das CYPs, os insetos também apresentam enzimas redutases que catalisam a
reducdo de xenobidticos na fase I, embora sejam menos comuns que as oxidases. Dentre as
reacOes de reducdo, existe a reducdo de aldeidos e cetonas, catalisadas pelas enzimas aldeido
redutases ou aldo-ceto redutases (AKRs). Referente a essas enzimas, foi avaliada a expresséo
do transcrito AKR, o qual foi mais expresso na linhagem C-Res comparada as demais. As
AKRs estdo envolvidas na resposta a estresses e desintoxicacdo de xenobidticos, e foram
associadas na resisténcia a piretroides (BARSKI; TIPPARAJU; BHATNAGAR, 2008;
MOYES et al., 2017; PENNING, 2015).

Os produtos provenientes da fase | da desintoxicacdo podem passar por reacdes de
conjugacdo com moléculas enddgenas, as quais ocorrem durante a fase Il. Os produtos apos
conjugacdo sdo mais polares, menos toxicos e mais rapidamente excretados. Uma familia de
enzimas que atuam na fase Il sdo as sulfotransferases (SULTSs). As SULTSs catalisam a Gltima
fase da reacéo de transferéncia de um grupo sulfato ao grupo hidroxil do aceptor (YU, 2008).
No presente trabalho, o transcrito SULT1C4b foi significativamente mais expresso em ambas
as linhagens resistentes comparado as respectivas suscetiveis, enquanto que SULT1C4a foi
apenas em C-Res. As enzimas SULTSs ja foram relatadas como sendo um dos mecanismos
associados a resisténcia a inseticidas (BONIZZONI et al., 2015), e a alta expressdo delas esta
relacionada a resposta metabolica do inseto apds contaminacdo por diflubenzuron
(MERZENDORFER et al., 2012).

Apo6s a contaminacdo por diflubenzuron, a expressdo de genes relacionados a
proteinas estruturais da cuticula também pode ser afetada, dentre elas as proteinas “RR”
(MERZENDORFER et al., 2012). A familia de proteinas cuticulares mais abundantes em

insetos contém uma sequéncia conhecida como Rebers-Riddiford (RR), a qual pode ocorrer
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em trés formas: RR-1, RR-2 e RR-3, sendo as duas primeiras as formas mais comuns. As
proteinas que contém a forma RR-1 sdo comumente encontradas na cuticula flexivel, a RR-2
encontrada na cuticula endurecida, e a RR-3 na cuticula pos-ecdisial (ANDERSEN, 2000;
VANNINI; WILLIS, 2017). Foram encontras diferencas na expressdo dessas proteinas
cuticulares entre racgas. O transcrito RR-1a relativo a proteina RR-1 foi superexpresso na
linhagem C-Res, enquanto que RR-1b foi superexpresso apenas em RC-Res, em relagéo as
demais linhagens. Relacionado a proteinas RR-2, apenas o transcrito RR-2b foi
superexpresso, também na linhagem RC-Res. Aparentemente, as linhagens resistentes
apresentam alta expressdo dessas proteinas cuticulares como uma forma compensatéria para
lidar com as alteracdes estruturais decorrentes da acdo do inseticida, fendmeno este ja
conhecido (EL-BROLOSY; STAINIER, 2017), podendo proporcionar um endurecimento,
espessamento ou reorganizacdo estrutural do tecido. Em teoria, esse reforco do tecido
cuticular necessitaria de uma maior quantidade de enzimas para degradar o mesmo. A
degradacdo da quitina é catalisada for diversas enzimas hidroliticas, dentre elas as quitinases
(DOUCET; RETNAKARAN, 2012). Em insetos, as quitinases estdo envolvidas em processos
de digestdo e muda, no dobramento da cuticula e da membrana peritréfica. No presente
trabalho, foi encontrada uma superexpresséo do transcrito Cht7 nas linhagens resistentes RC-
Res e C-Res, que se refere a uma quitinase 7. A alta expressdao desta enzima nas linhagens
resistentes pode estar relacionada com a necessidade de degradar a cuticula reforcada com

proteinas cuticulares, e desta forma explicar os resultados obtidos.

A 2-oxoglutarato mitocondrial desidrogenase (2-OGDH), também denominada de a-
cetoglutarato desidrogenase, € uma das trés enzimas do complexo oxoglutarato desidrogenase,
complexo este importante no ciclo de Krebs pela catalise da reacdo de conversdo de 2-
oxoglutarato, coenzima A e NAD" a succinil-Coenzima A, NADH e CO. (TRETTER,;
ADAM-VIZI, 2005). A enzima 2-OGDH é responsavel pela descarboxilacdo do cetoacido 2-
oxoglutarato no inicio do ciclo, e é dependente da disponibilidade de seu substrato, devido a
isto, 0 2-oxoglutarato tem um papel crucial no metabolismo de energia celular (WU et al.,
2016). Também tem acdo antioxidante (LONG; HALLIWELL, 2011) e promove aumento de
longevidade (CHIN et al., 2014), o que poderia explicar a maior longevidade de adultos das
linhagens resistentes encontradas na avaliacdo de parametros biologicos do Capitulo 3. A
expressao elevada de 2-OGDH e de outros componentes, poderia indicar atividade aumentada
deste complexo enzimatico e consequentemente da respiracdo celular. No presente trabalho,

C-Res apresentou superexpressao do transcrito 2-OGDH comparado a C-Sus, contudo, nédo
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diferiu de RC-Res e RC-Sus. Este complexo enzimético representa o principal modulador do
fluxo do ciclo de Krebs, e consequentemente da atividade cadeia transportadora de elétrons e
da producéo de ATP (HANSFORD, 1980; TRETTER; ADAM-VIZI, 2005). O Citocromo C1
(CytC1) é uma proteina importante para a transferéncia de elétrons durante a fosforilacéo
oxidativa. Essa proteina aceita um elétron do Citocromo b e o transfere para Citocromo C
(CytC), a qual segue para a Ultima etapa da cadeia transportadora de elétrons (Complexo V).
Neste trabalho, o transcrito Cit_cl foi mais expresso em RC-Res comparado a RC-Sus,
todavia, nao diferiu de C-Res e C-Sus. Considerando as diferencas encontradas na expressao
destes transcritos, é possivel que a modulacdo da respiracdo celular possa ser um fator

contribuinte para a resisténcia.

Nos insetos, os peptideos tipo insulina (ILPs) desempenham importantes fun¢Ges na
regulacdo do desenvolvimento, metabolismo, reproducdo, imunidade, comportamento,
resisténcia a estresses e envelhecimento (KANNAN; FRIDELL, 2013). Os peptideos tipo
insulina 2 (ILP2) podem atuar promovendo o consumo de reservas de carboidrato durante a
fase larval, embora a regulagdo do metabolismo seja particularmente complexa (KANNAN;
FRIDELL, 2013; SATAKE et al., 1997). O transcrito ILP2a, relativo a um ILP2, foi
superexpresso em C-Res comparado as demais trés linhagens. Essa alta expressdo indica um
consumo elevado de reservas de energia, o qual seria necessario para fornecer insumos para
outras vias metabolicas altamente expressas, como as de desintoxicagdo por exemplo. Em
uma linhagem de Culex pipiens, resistente a inseticidas pela superexpressdo de enzimas
esterases, 0Ss insetos resistentes apresentaram 30% a menos de reservas energéticas
comparados aos respectivos suscetiveis (RIVERO et al., 2011), demonstrando o custo

energético da resisténcia.

Em S. frugiperda, a resisténcia as benzoilureias foi relatada como sendo poligénica,
através da regulacdo da expressdo génica em muitas vias de desintoxicagdo (NASCIMENTO,
2018; NASCIMENTO et al., 2016). A andlise da expressdo génica demonstra que diferentes
vias metabdlicas podem estar contribuindo para a resisténcia, de forma distinta entre as racas.
Quando a resisténcia é poligénica, ou seja, resultando da soma dos efeitos aditivos causados
por respostas de diferentes genes (BOHANNAN et al., 1999; RAYMOND; HECKEL,;
SCOTT, 1989), essa caracteristica pode contribuir com os resultados relacionados a custo

adaptativo observados no Capitulo 3.
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Relacionado a regulagdo da expressdo génica, no presente trabalho, foi avaliada a
expressdo de uma DNA metil transferase 1 (DNMT1). As DNMTs constituem um grupo
enzimatico que esta envolvido na regulacdo da expressao génica através da adicdo de grupos
metil, podendo inibir a transcricdo génica bloqueando a acessibilidade a ativadores de
transcricdo quando em regides promotoras ou aumentar a expressao quando presente no corpo
dos genes (LYKO, 2018). As DNMTs podem atuar regulando o processo de splicing
alternativo e assim enriquecer o repertorio do transcritoma, contribuindo para a diversidade
transcritdbmica e protedmica (CHAUDHARY et al., 2019; MAOR; YEARIM; AST, 2015). O
processo de splicing alternativo foi relatado como mecanismo gerador de heterogeneidade
transcritomica (RANSON; COLLINS; HEMINGWAY, 1998), fendmeno este associado a
casos de resisténcia em diferentes espécies de insetos (BAXTER et al., 2010; BERGER et al.,
2016; DE MANDAL et al., 2019; FABRICK et al., 2014). O transcrito DNMT1 aqui avaliado
foi super expresso nas linhagens C-Res e RC-Res, contudo, ndo houveram diferencas entre
ragas. A superexpressao de DNMT1 indica uma maior taxa de metilagdo de DNA em ambas
as linhagens resistentes, o que pode estar contribuindo para o fendtipo resistente. A metilacédo
do DNA ja foi relatada como sendo responsavel pela amplificacdo de esterases e consequente
resisténcia metabolica em Myzus persicae, podendo haver demetilagdo e assim silenciamento
na auséncia do inseticida, de forma a reduzir o excesso da produgdo enzimatica e assim o
custo adaptativo (BASS et al, 2014; FFRENCH-CONSTANT, 2013; FIELD;
DEVONSHIRE, 1998). O conhecimento neste respeito ainda € incipiente, portanto mais
estudos sdo necessarios para entender a contribuicdo da metilacdo na resisténcia de insetos a
inseticidas (OPPOLD; MULLER, 2017).

Estudos recentes indicaram que a falta de um agrupamento consistente no genoma
nuclear com base na raca e a baixa correlacdo entre raca mitocondrial e nuclear sugere que
estd ocorrendo hibridizacdo e que os marcadores disponiveis podem ndo ser suficientes para
definir a raca, ja que sdo insuficientes para determinar a extensdo do componente genético de
cada raca ocupado no genoma do hibrido (SCHLUM et al., 2020). Os resultados aqui obtidos
indicam que a raca hibrida difere da raca milho na expressdo da maioria dos genes testados, o
que pode ser reflexo da combinacdo do material genético das duas racas. Desta forma,
reforcam a hipdtese de que os hibridos diferem das linhagens parentais em diferentes

aspectos, e que, portanto, devem ser considerados em estudos futuros.
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4.5. Conclusdes

e As racas milho e hibrida de S. frugiperda apresentam padrdo de expressdo génica
distinto para a maioria dos transcritos avaliados;

e As proteinas cuticulares RR-1 e RR-2 foram superexpressas na raca hibrida resistente
a teflubenzuron em comparagdo com a raca hibrida suscetivel e raca milho resistente a
teflubenzuron;

e As enzimas CYPs foram superexpressas na raga milho resistente a teflubenzuron em
comparacdo com a raca milho suscetivel e raca hibrida resistente a teflubenzuron.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento da variabilidade intraespecifica em popula¢fes de insetos-praga é de
fundamental importancia para a implementacdo de programas efetivos de manejo integrado.
Esta dissertacdo buscou compreender o impacto da diferenciacdo de Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith) em duas ragas associadas a hospedeiros denominadas de racas “arroz” e “milho”,
assim como “hibridos” resultantes do cruzamento entre estas ragcas em programas de manejo
da resisténcia a inseticidas. A partir de uma populacéo de S. frugiperda coletada na cultura do
milho no Estado do Rio Grande do Sul, foi possivel isolar as racas milho (C) e hibrida (RC).
De cada raca, foi possivel também a selecdo de uma linhagem suscetivel (Sus) e resistente
(Res) a teflubenzuron. Portanto, as comparac6es de todos os parametros neste trabalho foram
realizadas com linhagens apresentando o mesmo componente genético.

A raca milho (C) apresentou maior suscetibilidade para a maioria dos inseticidas testados,
em comparagdo com a raca hibrida. De forma similar, na caracterizagdo da resisténcia a
teflubenzuron, a raca hibrida resistente (RC-Res) apresentou maior CLso que a raga milho
resistente (C-Res) e a razdo de resisténcia a teflubenzuron foi mais alta para a raca milho. As
linhagens resistentes a teflubenzuron das racas C e RC apresentaram custo adaptativo, com
reducdo de fecundidade e fertilidade. Contudo, o fator raga ndo influenciou na magnitude do
custo adaptativo. A partir de estudos de expressdo diferencial de alguns genes candidatos
relacionados a resisténcia de S. frugiperda a teflubenzuron, os transcritos relacionados a
enzimas do complexo citocromo P450 foram superexpressos na linhagem resistente da raca
milho (C-Res), por outro lado, os transcritos referentes a proteinas cuticulares RR-1 e RR-2 se
destacaram na linhagem resistente da raca hibrida (RC-Res), demonstrando que a regulacéo
da expressdo génica ocorre de forma diferencial para as linhagens resistentes a teflubenzuron
das racas milho e hibrida.

Portanto, 0 conhecimento da paisagem agricola de uma determinada regido podera
interferir na distribuicdo relativa de racas de S. frugiperda e consequente impacto na
suscetibilidade a inseticidas. Desta forma, determinar a frequéncia de ocorréncia dessas ragas
no campo é essencial para implementar estratégias efetivas de manejo da resisténcia.
Trabalhos semelhantes precisam ser conduzidos utilizando populagdes de S. frugiperda
coletadas em outras localidades com sistema de producéo de cultivos distintos. Além disso, a
presenca de custo adaptativo associado a resisténcia a teflubenzuron nas ragas milho e hibrida
é um resultado que pode ser explorado no MRI, pelo uso rotacionado de inseticidas com

modo de agdo distinto, assim como outras taticas de controle, de forma a reduzir os individuos
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resistentes no campo e assim prolongar a vida Util das benzoilureias como ferramenta no

manejo de S. frugiperda.



