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RESUMO

Bases para um programa de manejo da resisténcia de Spodoptera frugiperda

(Lepidoptera: Noctuidae) a chlorfenapyr no Brasil

As principais taticas de controle de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) tém sido o uso de inseticidas e cultvos Bt no Brasil. Devido a intensa
pressdo de selecdo, a evolucdo da resisténcia de S. frugiperda aos principais
inseticidas de diferentes grupos quimicos e a proteinas Bt ja foram documentados no
Brasil. Sendo assim, estudos para preservar a vida util de inseticidas com novos
mecanismos de ac¢do como a de chlorfenapyr (desacoplador da fosforilagcdo oxidativa
mediante a disrupc¢ao do gradiente de protons) sdo fundamentais em programas de
Manejo da Resisténcia de Insetos (MRI). Para a implementacdo de programas
proativos de manejo da resisténcia de S. frugiperda a chlorfenapyr, foram
conduzidos estudos para caracterizar e monitorar a suscetibilidade de populacdes
de campo de S. frugiperda a chlorfenapyr, estimar a frequéncia do alelo da
resisténcia a chlorfenapyr pelo método de F2 screen e avaliar a resisténcia cruzada
entre chlorfenapyr e outros inseticidas e proteinas Bt. O método de bioensaio
utilizado foi o de tratamento superficial da dieta. Os dados das linhas-basicas de
suscetibilidade das populagcbes de campo a chlorfenapyr demonstraram uma
variagdo da CLso de 14,26 a 25,07 pg/mL. A concentracdo diagnodstica de 56 pg/mL
foi estimada mediante analise conjunta dos dados de linha-basica de suscetibilidade
baseada na CLgg. A suscetibilidade foi monitorada a partir de populacées de campo
de S. frugiperda coletadas nas principais regides produtoras de milho no Brasil entre
2016 e 2018. A taxa de sobrevivéncia na concentracdo diagnostica variou de 0 a
8,4%. Pelo método de F2 screen a frequéncia alélica estimada nas safras para a 22
safra 2016 e a 12 safra 2017 foi de 0,0008 e a frequéncia para a entressafra 2016-
2017 foi de 0,0012. Nao foi verificada resisténcia cruzada entre chlorfenapyr e os
inseticidas: lambda-cyhalothrin, chlorpyrifos, lufenuron, teflubenzuron, spinosad e
chlorantraniliprole e  as proteinas Bt: CrylF, Cry1A.105/Cry2Ab2,
CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF e Vip3aA20 expressas em milho geneticamente
modificado. Os resultados demonstraram uma alta suscetibilidade das populacdes
de campo a chlorfenapyr, uma baixa frequéncia do alelo da resisténcia e auséncia
de resisténcia cruzada aos principais inseticidas e proteinas Bt. Portanto, o inseticida
chlorfenapyr pode ser utilizado como uma ferramenta em programas de MRl em S.
frugiperda no Brasil.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho; Manejo da resisténcia de insetos; Resisténcia
cruzada



ABSTRACT

Bases for resistance management program of Spodoptera frugiperda

(Lepidoptera: Noctuidae) to chlorfenapyr in Brazil

Chemical control and Bt crops are the major control tactics to control
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) in Brazil. Due to intense selection
pressure, the evolution of S. frugiperda resistance to major insecticides from different
chemical groups and to Bt proteins has already been documented in Brazil.
Therefore, studies to preserve the lifetime of insecticides with new mode of action
such as chlorfenapyr (uncouplers of oxidative phosphorylation via disruption of the
proton gradient) are important in Insect Resistance Management (IRM) programs.
For implementing a proactive resistance management program of S. frugiperda to
chlorfenapyr, studies were conducted to characterize and monitor the susceptibility of
field populations of S. frugiperda to chlorfenapyr, to estimate the frequency of
resistance alleles to chlorfenapyr using F2 screen method and to evaluate the cross-
resistance patterns of chlorfenapyr and other insecticides and Bt proteins. Diet
overlay bioassays was used to characterize the baseline susceptibility data of field
population of S. frugiperda to chlorfenapyr. The LCso ranged from 14.26 a 25.07
pg/mL. A diagnostic concentration of 56 pg/mL was estimated from the joint analysis
of the baseline susceptibility data, based on LCgs. Susceptibility was monitored from
field populations of S. frugiperda collected from major corn growing regions in Brazil
from 2016 to 2018. The survival rate at the diagnostic concentration ranged from 0 to
8.4%. Using the F2 screen method, the estimated allele frequency for the 2nd crop
season 2016 and 1st crop season 2017 was 0.0008 and the frequency for the
offseason 2016-2017 was 0.0012. No cross-resistance was verified between
chlorfenapyr and the insecticides: lambda-cyhalothrin, chlorpyrifos, lufenuron,
teflubenzuron, spinosad and  chlorantraniliprole and to Bt proteins: CrylF,
CrylA.105/Cry2Ab2, CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF and Vip3aA20 expressed in
genetically modified maize. The results demonstrated a high susceptibility of field
populations of S. frugiperda to chlorfenapyr, a low resistance allele frequency and
lack of cross-resistance to major insecticides and Bt proteins. Therefore, chlorfenapyr
can be used as an importante tool in IRM programs of S. frugiperda in Brazil.

Keywords: Fall armyworm; Insect resistance management; Cross-resistance
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1. INTRODUCAO

O sistema de producéo de soja, milho e algodao tem sido caracterizado pela
sobreposicao e sucessao de cultivos no Brasil nas ultimas décadas, principalmente
na regido do cerrado, o que tem acarretado o aumento de problemas de pragas.
Uma das consequéncias da intensificagdo da agricultura tem sido o aumento do
namero de pulverizagBes de inseticidas para o controle dessas pragas. O grande
desafio em programas de controle de pragas envolvendo o uso de inseticidas é a
selecédo de linhagens resistentes (METCALF, 1980), pois o aumento da frequéncia
de individuos resistentes pode levar ao fracasso no controle de pragas tornando a
resisténcia um problema econdmico.

Uma das pragas mais relevantes em sistemas de producédo de cultivos no
Brasil tem sido Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
considerada a principal praga da cultura do milho (CRUZ, 1995), mas devido ao seu
hébito polifago, esta praga tem causado serios danos em outros cultivos, tais como
de algodao, soja, sorgo, arroz e trigo (MOSCARDI; KASTELIC, 1984; CORTEZ;
WAQUIL, 1997; BOTTON et al.,, 1998; DEGRANDE, 1998). O controle de S.
frugiperda tem sido feito principalmente com o uso de inseticidas, o que contribuiu
para a evolugdo da resisténcia a inseticidas. Casos de resisténcia de S. frugiperda
tem sido detectados para inseticidas dos principais grupos quimicos, tais como
piretroides, organofosforados, benzoilureias e espinosinas (DIEZ-RODRIGUEZ;
OMOTO, 2001; CARVALHO et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2016; OKUMA et al.,
2018). A utilizac@o de inseticidas com diferentes mecanismos de acdo € uma das
estratégias de manejo da resisténcia de insetos a inseticidas (GEORGHIOU, 1983).
Nesse contexto, o inseticida chlorfenapyr, que tem um modo de acdo Unico,
apresenta-se como alternativa para o0 manejo da resisténcia a inseticidas em S.
frugiperda.

O inseticida chlorfenapyr pertence ao grupo quimico dos analogos de pirazol
gue atuam na respiracdo celular. Este inseticida atua como um desacoplador da
fosforilacdo oxidativa via disrupcdo do gradiente de protons da membrana
mitocondrial impedindo a formacdo de ATP (TREACY et al.,, 1994). Casos de
resisténcia a chlorfenapyr ja tém sido reportados em pragas agricolas, tais como
Tetranychus urticae (UESUGI; GOKA; OSAKABE, 2002; HERRON; ROPHAIL;
WILSON, 2004; VAN LEEUWEN; STILLATUS; TIRRY, 2004; NICASTRO et al.,
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2013; FERREIRA et al., 2015), Plutella xylostella (JIANG et al., 2015; ZHANG et al.,
2016; LIMA NETO; SIQUEIRA, 2017; WANG et al., 2018), Oxycarenushy alinipennis
(ULLAH; SHAH; SHAD, 2016), Bemisia tabaci (AHMAD; AKHTAR, 2018), Diaphorina
citri (NAEEM et al., 2016) e Earias vittella (AHMAD; IQBAL ARIF, 2009).

Até o presente momento ainda nédo foi documentado fracassos no controle
de S. frugiperda com o uso de chlorfenapyr. Contudo, devido ao potencial risco de
evolucdo de resisténcia, estudos para subsidiar a implantacdo de estratégias
proativas de manejo da resisténcia devem ser realizados. Sendo assim, 0s objetivos
da presente dissertacdo foram caracterizar e monitorar a suscetibilidade de S.
frugiperda a chlorfenapyr, estimar a frequéncia dos alelos da resisténcia a
chlorfenapyr e avaliar a resisténcia cruzada de chlorfenapyr em linhagens
resistentes de S. frugiperda a inseticidas e proteinas Bt, com o intuito de prolongar a
vida atil dessa molécula é fornecer bases para a implementacdo de estratégias em

programas de manejo da resisténcia.



15

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Aspectos bioecoldgicos de S. frugiperda

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda, é considerada uma
praga de grande relevancia em diversos sistemas de producdo agricola no mundo.
Trata-se de uma espécie polifaga, sendo relatados mais de 80 espécies de plantas
hospedeiras (CAPINERA, 2001; POGUE, 2002). No Brasil, é considerada a principal
praga da cultura do milho (CRUZ, 1995), porém ha relatos de danos da praga em
outras culturas, tais como algodao, soja, sorgo, arroz e trigo (MOSCARDI,;
KASTELIC, 1984; CORTEZ; WAQUIL, 1997; BOTTON et al., 1998; DEGRANDE,
1998). A distribuicdo desta praga era limitada a regibes de clima quente do
continente americano, uma vez gque o inseto ndo possui mecanismos de diapausa
em nenhum dos seus estagios de desenvolvimento e devido a sua baixa capacidade
de sobreviver em condi¢gOes de inverno rigorosas, precisa sempre estar associado a
uma planta hospedeira (CAPINERA, 2001). Recentemente foi reportado casos de
infestacdes de S. frugiperda em varios paises do continente africano (GOERGEN et
al., 2016; COCK et al., 2017; BREVAULT et al., 2018; OTIM et al., 2018;
UZAYISENGA et al., 2018).

S. frugiperda apresenta um alto potencial reprodutivo. Ao longo de sua vida
a fémea pode ovipositar até 13 posturas, sendo que em um Unico dia uma fémea
consegue depositar até oito posturas (CRUZ, 1995), chegando a ovipositar mais de
1000 ovos, demonstrando a alta capacidade reprodutiva da espécie (VALICENTE;
DA COSTA, 1995). Essa alta capacidade reprodutiva de S. frugiperda € mantida
gquando a praga é alimentada com diferentes plantas hospedeiras como algodéo,
milho e soja (BARROS; TORRES; BUENO, 2010). O ciclo de vida (ovo-adulto) da
espécie é de aproximadamente 30 dias, com cerca de doze geracdes por ano. A
longevidade do adulto € de cerca de 12 dias e a sua oviposi¢cao ocorre a partir do
terceiro dia ap0s a emergéncia da fémea (CRUZ, 1995).

O adulto de S. frugiperda possui alta capacidade de dispersdo que permite
gue a especie se desenvolva em diferentes habitats na busca por um local para a
alimentacdo, acasalamento e oviposicdo (SPARKS, 1979; JOHNSON, 1987). No
Brasil, um estudo realizado com a técnica de marcacédo-liberacdo-recaptura na
cultura do milho demonstrou que as distancias maximas de recapturas foram de

806m e 608m para machos e fémeas respectivamente (VILARINHO et al., 2011).
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Devido & alta disponibilidade de alimento durante todo o ano e condigfes climéaticas
favoraveis, a distruibuicéo de S. frugiperda ocorre, em geral, em todas as regifes do
Brasil (CRUZ, 1995).

A existéncia de racas associados a planta hospedeira € um outro fator
importante no manejo de S. frugiperda. O surgimento de racas associados a planta
hospedeiras se deve ao habito polifago S. frugiperda o que permitiu mudancas
fisiologicas e comportamentais ao explorar um ou outro hospedeiro (PASHLEY,
1986; BUSATO et al., 2005). Racas de S. frugiperda foram identificadas em plantas
de milho (raca C) e plantas de arroz (raca R) (PASHLEY; JOHNSON; SPARKS,
1985). Estas duas racas ja foram identificadas e caracterizadas nos EUA
(PASHLEY; MARTIN, 1987) e no Brasil (BUSATO et al., 2004) demonstrando
alguma incompatibilidade reprodutiva entre as duas racas. Ha relatos na literatura de
que a suscetibilidade das duas racas a inseticidas e proteinas Bt € diferente
(ADAMCZYK JR et al., 1997; BUSATO et al., 2006; RIOS-DIEZ; SALDAMANDO-
BENJUMEA, 2011; RIOS-DIEZ; SIEGFRIED; SALDAMANDO-BENJUMEA, 2012;
INGBER; MASON; FLEXNER, 2018). Porém foi observado que em plantas de milho
e algoddo ndo ha nenhum agrupamento capaz de distinguir e separar populacées de
S. frugiperda sugerindo a presenca de fluxo génico entre as populacdes
provenientes destas duas plantas hospedeiras (MARTINELLI et al., 2006). A
ocorréncia de fluxo génico entre as populagbes de S. frugiperda coletadas nas
culturas de milho e algodéo e a baixa variacdo genética entre elas demonstram que
geneticamente sdo as mesmas populacdes de S. frugiperda que atacam as culturas
de milho e algodao no Brasil (MARTINELLI et al., 2007).

2.2. Resisténcia de pragas a chlorfenapyr

A resisténcia do ponto de vista genético pode ser definida como uma
diferenca na composicédo genética de uma populacdo no qual a presséao de selecao
favorece o0s gendtipos resistentes (CROW, 1957). Outra definicdo seria a
capacidade de uma populacao tolerar doses de um téxico que seriam letais para a
maioria dos individuos normais (suscetiveis) da espécie (CROFT; VAN DE BAAN,
1988). A resisténcia pode também ser definida como qualquer mudanca hereditaria
que reduz a suscetibilidade de pragas em relagdo a seus coespecificos
(TABASHNIK et al., 2014).
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Chlorfenapyr € um inseticida de amplo espectro no controle de insetos e
acaros pertencente ao grupo quimico dos anélogos de pirazol. E um pré-inseticida,
ou seja, sua forma inicial ndo tem acado toxica, sendo necessario a metabolizacéo
em uma forma ativa apos a entrada nas células do hospedeiro pelas enzimas
monooxigenases do citocromo P450 (HUNT; F. TREACY, 1998). Chlorfenapyr
interfere na respiragdo celular atuando como um desacoplador da fosforilagéo
oxidativa via disrupcdo do gradiente de prétons da membrana mitocondrial. A
absorcdo do inseticida pode ser tanto por contato ou ingestdo, porém, em
lepidépteros o inseticida tende a ser mais toxico mediante via oral (TREACY et al.,
1994). A forma ativa do inseticida se deposita entre as membranas interna e externa
da mitocondria, promovendo a extrusdo de H* (BLACK et al., 1994), impedindo a
formacédo de ATP, e levando a morte das células afetadas e consequentemente, a
morte do organismo (TREACY et al., 1994).

Diversos casos de resisténcia a chlorfenapyr ja foram relatados para acaros
e insetos de importancia agricola e médica em alguns paises. No Paquistdo foram
registrados casos de resisténcia para quatro pragas agricolas, incluindo populacfes
de campo de Earias vittella que apresentaram razdes de resisténcia que variam de
20 a 41 vezes (AHMAD; IQBAL ARIF, 2009), populacdes de Diaphorina citri com
razdes de resisténcia que variaram de 13,1 a 46,4 vezes (NAEEM et al., 2016), uma
populacdo de campo de Oxycarenus hyalinipennis que depois de seis geracdes de
selecdo com chlorfenapyr chegou a uma razao de resisténcia de 149 vezes (ULLAH;
SHAH; SHAD, 2016) e uma populacdo de campo de Bemisia tabaci que apresentou
uma razao de resisténcia de 618 vezes (AHMAD; AKHTAR, 2018). A traca das
cruciferas, Plutella xylostella, ha casos de resisténcia reportados na China (JIANG et
al.,, 2015; ZHANG et al.,, 2016; WANG et al.,, 2018) e no Brasil (LIMA NETO;
SIQUEIRA, 2017). Os insetos de importancia médica do género Culex também
apresentaram casos de resisténcia como Culex pipiens pallens (SHIN et al., 2012) e
Culex tritaeniorhynchus (YOO et al., 2013), ambos os casos relatados na Coréia do
Sul. Como chlorfenapyr tem acdo acaricida, h& varios relatos de resisténcia para
acaros pragas como Tetranychus urticae (UESUGI; GOKA; OSAKABE, 2002;
HERRON; ROPHAIL; WILSON, 2004; VAN LEEUWEN; STILLATUS; TIRRY, 2004,
NICASTRO et al., 2013; FERREIRA et al., 2015).

Apesar de varios relatos de resisténcia de pragas a chlorfenapyr, ha poucos

trabalhos que estudam as bases genéticas da resisténcia a chlorfenapyr. No estudo
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feito por ULLAH et al. (2016) o padréo de heranca da resisténcia de Oxycarenus
hyalinipennis a chlorfenapyr € de carater autossdémico, incompletamente dominante
e poligénico. Em Tetranychus urticae resistente a chlorfenapyr encontraram-se dois
resultados distintos, UESUGI et al. (2002) encontrou uma resisténcia completamente
dominante e monogénica com razdo de resisténcia de 483 vezes, enquanto que
VAN LEEUWEN et al. (2004) encontrou uma resisténcia incompletamente recessiva
e monogénica com razdo de resisténcia de 580 vezes, uma possivel explicacdo
seria de que a linhagem resistente no trabalho de VAN LEEUWEN et al. (2004) foi
selecionada a partir da linhagem suscetivel ao passo que a linhagem resistente
utilizada por UESUGI et al. (2002) foi obtida através de uma populacdo de campo.

O uso de sinergistas é um dos métodos mais faceis e rapidos de ser obter
informacgdes preliminares sobre um possivel mecanismo de resisténcia (SCOTT,
1990). Estudos com sinergistas foram conduzidos para verificar os possiveis
mecanismos de resisténcia a chlorfenapyr. VAN LEEUWEN et al (2004)
demonstraram que o sinergista DEF aumentou a toxicidade de chlorfenapyr em duas
vezes em uma linhagem resistente de Tetranichus urticae, enquanto que o0s
sinergistas PBO e DEM nao apresentaram alteracbes na toxicidade da linhagem
resistente. Um resultado similiar foi encontrado em uma linhagem resistente de
Oxycarenus hyalinipennis, onde o sinergista DEF aumentou a toxicidade de
chlorfenapyr em 3,27 vezes e o sinergista PBO ndo alterou a suscetibilidade da
linhagem resistente (ULLAH; SHAH; SHAD, 2016). Esses dois estudos demonstram
a possibilidade do mecanismo de resisténcia destas pragas a chlorfenapyr ser
devido a detoxificacdo atrevés das enzimas esterases. Apesar de chlorfenapyr néo
possuir nenhuma ligacao éster, as enzimas esterases podem estar relacionadas em
algum passo durante a metabolizacdo do inseticida (VAN LEEUWEN; STILLATUS;
TIRRY, 2004). Apesar da detoxificagdo metabdlica via enzimas monooxigenases ser
um dos mecanismos mais importantes que promovem a resisténcia a inseticidas
(OPPENOORTH, 1985), o fato de que o sinergista PBO nao causou nenhuma
alteracdo na resisténcia de Tetranychus urticae e Oxycarenus hyalinipennis a
chlorfenapyr pode estar relacionado as enzimas monooxigenases metabolizar
chlorfenapyr em sua forma ativa (BLACK et al., 1994). Entretando, o aumento da
toxicidade de chlorfenapyr foi observado em linhagens resistentes Heliothis

virescens e Haematobia irritans a piretroides que tinham como possivel mecanismo
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de resisténcia a detoxificacdo metabdlica pelas enzimas do citocromo P450
(PIMPRALE et al., 1997; SHEPPARD; JOYCE, 1998).

2.3. Bases para aimplementacéo de estratégias de manejo da resisténcia
2.3.1. Caracterizagao das linhas-béasicas de suscetibilidade

A caracterizagdo das linhas-basicas de suscetibilidade € um dos primeiros
passos para a implementacdo de estratégias de manejo da resisténcia. As linhas-
basicas de suscetibilidade fornecem informacdes sobre a suscetibilidade, além de
ser possivel a verificacdo da variagdo natural das populacdes de uma praga
provenientes de diferentes regides geograficas (ROBERTSON et al., 2017). As
variacfes naturais das populacdes devem ser consideradas em estudos de deteccéo
da resisténcia, uma vez que erroneamente podem ser atribuidas como populacdes
resistentes apenas observando uma dada variacdo na suscetibilidade enquanto que
essa variagao se deve ao um fenbmeno natural da populacédo (ROBERTSON et al.,
1995).

O monitoramento da resisténcia tem sido feito a partir da comparacdo dos
valores de CLso, CLoo ou coeficientes angulares de curvas concentracéo-resposta de
populacées de campo e de laboratério (FFRENCH-CONSTANT; ROUSH, 1990). A
deteccdo com o uso de curvas concentracdo-resposta é eficiente apenas quando a
frequéncia de resisténcia € alta, sendo um método insensivel de detectar a
resisténcia em baixas frequéncias (ROUSH; MILLER, 1986). Além de que uma
populacdo de campo € heterogénea, ou seja, ha tanto individuos suscetiveis como
resistentes, o que viola a condicdo basica da analise de probit (FINNEY;
TATTERSFIELD, 1952). Desta forma € recomendado o uso de concentracdes
discriminatdrias ou diagnodsticas para a deteccdo da resisténcia, pois todos os
individuos seréo testados em uma unica dose e nenhum individuo sera
desperdicado em baixas concentracdes onde a porcentagem de mortalidade néo é
relevante (ROUSH; MILLER, 1986). E possivel estimar a concentracdo diagndstica
através da analise conjunta dos dados das linhas-basicas de suscetibilidade como
foi proposto por SIMS et al. (1996).
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2.3.2. Monitoramento da suscetibilidade

Dentre as diversas estratégias de manejo de resisténcia o monitoramento da
suscetibilidade é importante na tomada de decisées em programas de manejo da
resisténcia. O objetivo do monitoramento é obter informacdes sobre a suscetibilidade
das pragas que possam ser utilizadss para evitar ou retardar a evolucdo da
resisténcia (ANDOW; IVES, 2002). Com os dados de monitoramento é possivel
avaliar a eficiéncia de uma tatica de manejo, a suscetibilidade de uma praga em
relacdo a um determinado produto e implementar estratégias de manejo a fim de
prolongar a vida util dos inseticidas (ROUSH; MILLER, 1986). Para tanto ha varias
metodologias para realizar o monitoramento da resisténcia, sendo este por métodos
fenotipicos ou genotipicos (HUANG, 2006; SIEGFRIED et al., 2007; ANDOW, 2008).

Os métodos fenotipicos podem detectar o gendtipo, enquanto que os métodos
genotipicos sdo capazes de detectar e quantificar o alelo da resisténcia (ANDOW,
2008). Para o monitoramento com o método fenotipico temos os bioensaios de
concentracdo-resposta e 0s bioensaios com concentracdo diagnéstica ou
discriminatéria (ROUSH; MILLER, 1986). A utilizacdo de curvas concentracao-
resposta para a deteccdo da resisténcia sé é eficiente quando a frequéncia € alta,
assim bioensaios com concentracdes diagnésticas ou discriminatérias sdo os mais
recomendados (ROUSH; MILLER, 1986). O monitoramento genotipico baseiam-se
nos meétodos de F1 e F2 screen que séo capazes de estimar a frequéncia do alelo da
resisténcia (GOULD et al., 1997; ANDOW,; ALSTAD, 1998). O método de F1 screen
consiste no uso de uma linhagem resistente ja estabelecida, enquanto que o método
de F2 screen apesar de ser mais trabalhoso, dispensa a utilizagdo de uma linhagem
resistente (ANDOW, 2008).

2.3.3. Frequéncia inicial dos alelos da resisténcia

Programas de manejo da resisténcia sdo mais efetivos quando
implementados de modo preventivo, ou seja, no inicio da evolucdo da resisténcia
(ROUSH; MCKENZIE, 1987). Desta forma conhecer a frequéncia dos alelos
resistentes é fundamental para prever a evolucdo da resisténcia (COMINS, 1977,

ANDOW; IVES, 2002). Estima-se que no inicio da evolucdo da resisténcia a
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frequéncia inicial dos alelos que conferem resisténcia é da ordem de 102 a 1012
(ROUSH; MCKENZIE, 1987). Quanto maior a frequéncia dos alelos da resisténcia,
mais rapida sera a evolucao da resisténcia, pois ao aplicar um inseticida, que é um
fator de selecdo, os individuos “pré-adaptados” irdo sobreviver em relacdo aos
demais e se ndo houver um manejo adequado, a frequéncia dos individuos
resistentes ird aumentar e a evolugéo da resisténcia sera inevitavel.

Um método genotipico capaz de estimar a frequéncia inicial de alelos
resistentes em populagdes de campo é o F2 screen. O F2 screen utiliza um nimero
reduzido de insetos amostrados, sendo considerado o Unico método sensivel e
capaz, de em pouco tempo, estimar variagées na frequéncia de um alelo recessivo
ou parcialmente recessivo mesma quando sua frequéncia inicial é baixa (ANDOW,
ALSTAD, 1998). O método se baseia na manutencdo da variabilidade genética em
isolinhas concentrando alelos que conferem resisténcia em genoétipos homozigotos
através de cruzamentos, e por fim, detectando e monitorando estes alelos com a
utilizacdo em bioensaios. As etapas do F2 screen sdo: a) a isolinha é produzida com
um individuo macho e fémea provenientes do campo. b) na geracdo Fi1 o0s
descendentes serdo mantidos juntos e as progénies F2 serdo utilizados em
bioensaios para a verificacdo da frequéncia dos alelos resistentes (ANDOW,
ALSTAD, 1998).

Outro método bastante utilizado na estimativa de frequéncia alélica € o
método de Fi screen. Para a realizagdo do F1 screen, € necessaria uma linhagem
resistente, onde um individuo coletado do campo ser& acasalado com um individuo
desta linhagem resistente e a progénie deste casal sera testada em bioensaios com
doses discriminatérias (GOULD, 1997). Este método € bem menos custoso que o
método de F2 screen, pois ndo é necessario criar a geragdo F2 para os bioensaios.

Os método de F2 screen tem sido utilizado para estimar a frequéncia dos
alelos de resisténcia de proteinas Bt em populacbes de S. frugiperda no Brasil.
FARIAS et al. (2016) encontrou uma frequéncia que variou de 0,042 a 0,019, sendo
a maior frequéncia encontrada no estado da Bahia. Para a proteina Vip3Aa20 a
frequéncia total encontrada foi de 0,0009 estimada nas safras 2013/2014
(BERNARDI et al., 2015b). Informacdes sobre a frequéncia dos alelos da resisténcia
servem de subsidios para acompanhar a evolucdo da resisténcia e implementar

estratégias que visem manter a suscetibilidade das pragas no campo.
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2.3.4. Resisténcia cruzada

Uma das estratégias de manejo da resisténcia € o manejo por ataque
multiplo, que consiste na utilizacdo de dois ou mais produtos visando explorar 0s
diferentes modos de acdo desses produtos. Porém, uma das condicbes para o
sucesso da rotacdo de produtos é que ndo haja resisténcia cruzada entre o0s
produtos utilizados (GEORGHIOU, 1983). Resisténcia cruzada pode ser definida
como, a resisténcia a composto confere resisténcia para outros compostos do
mesmo grupo quimico (CHAPMAN; PENMAN, 1979). O termo resisténcia cruzada é
frequentemente utilizado para descrever quando uma linhagem resistente a um
inseticida apresenta resisténcia para um segundo inseticida (ISHAAYA, 2001).

Ha relatos de inUmeras pragas que demonstraram resisténcia cruzada a
inseticidas de diversos grupos quimicos. A selecédo realizada com DDT para algumas
pragas, conferiu resisténcia outros grupos quimicos como os piretroides (SCOTT,;
MATSUMURA, 1981; TABASHNIK; CUSHING; JOHNSON, 1987; BRENGUES et al.,
2003) e os neonicotindides (DABORN et al., 2001). A resisténcia cruzada entre
proteinas Bt também ja foi reportada, como no estudo de BERNARDI et al. (2015a)
no qual foi verificada resisténcia cruzada entre a proteinas do grupo Cryl em
Spodoptera frugiperda, o mesmo padréo foi observado em Helicoverpa zea para as
proteinas CrylAc, CrylA.105 e CrylAb (WELCH et al., 2015).

2.3.5. Padrao de heranca da resisténcia

Dentre os fatores genéticos que afetam a evolucdo da resisténcia esta o
padrdo de heranca da resisténcia (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977). O padréo de
heranca da resisténcia refere-se ao grau de dominancia e ao numero de genes
associados a resisténcia. O grau de dominancia fornece informacdes do fendtipo dos
individuos heterozigotos em relacdo aos parentais homozigotos, podendo ser
dominante se o0s heterozigotos se assemelharem fenotipicamente ao parental
resistente ou recessivo se eles se assemelharem fenotipicamente ao parental
suscetivel (ROUSH; DALY, 1990). Quanto ao numero de genes que conferem
resisténcia, ela pode ser monogénica quando conferida por um uUnico gene, ou

poligénica quando varios genes sdo responsaveis pelo fenotipo resistente. No
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campo a resisténcia monogénica se espalha mais rapidamente do que a resisténcia
poligénica, pois quando um individuo com resisténcia poligénica migra para uma
populacao suscetivel os genes da resisténcia sao diluidos através da hibridacdo se
nao houver pressao de selecado, caso a resisténcia seja monogénica a probabilidade
do gene da resisténcia ser mantido na populagdo € maior, mesmo depois de muitas
geragdes sem pressao de selegdo (ROUSH;MCKENZIE, 1987). O conhecimento do
padrdo de heranca da resisténcia é essencial para a implementacdo de estratégias
de manejo da resisténcia (TABASHNIK, 1991).

A dominéncia tem um importante papel na evolugdo da resisténcia
(GEORGHIOU; TAYLOR, 1977). A dominancia funcional da resisténcia é
dependente da dose, assim é possivel verificar em quais doses em que a resisténcia
sera funcionalmente recessiva, ou seja, 0s heterozigotos apresentariam um fenétipo
similar aos suscetiveis, ou funcionalmente dominante no qual os heterozigotos
apresentariam o fenotipo resistente (TAYLOR; GEORGHIOU, 1979). Manejar os
individuos heterozigotos é um dos pontos-chaves em programas de manejo da
resisténcia, uma vez que no inicio da evolucdo da resisténcia os individuos
heterozigotos séo os principais carreadores do alelo da resisténcia (ROUSH; DALY,
1990). O uso de altas doses, que garantem a mortalidade dos individuos
heterozigotos e que a resisténcia seja funcionalmente recessiva teoricamente
retardariam a evolucéo da resisténcia, porém em termos praticos a estratégia de alta
dose é bem limitada. A grande dificuldade €é estimar a dose que garante a
mortalidade dos heterozigotos pois faz-se necessario a obtencado de uma populacéo
resistente e o conhecimento das suas bases genéticas (TABASHNIK; CROFT,
1982).

Estudos sobre a heranca da resisténcia de S. frugiperda a inseticidas e
proteinas Bt demonstram os diferentes padrdes para esta praga. Alguns casos
relatam carater autossémico, incompletamente recessivo e monogénico, como para
a resisténcia a lamba-cialotrina (DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001), CrylF
(STORER et al., 2010), Vip3Aa20 (BERNARDI et al., 2016; YANG et al., 2017),
Cry2Ab2 (ACHARYA et al.,, 2017) e autossGmico, incompletamente recessivo e
poligénico para lufenuron (NASCIMENTO et al., 2016) e spinosad (OKUMA et al.,
2018).
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2.3.6. Custo adaptativo associado a resisténcia

Um fator genético importante para o manejo da resisténcia é a presenca ou
ndao de um custo adaptativo associado a resisténcia. O custo adaptativo esta
associado ao fato do individuo que possui o alelo da resisténcia apresentar uma
desvantagem no seu desenvolvimento em relacdo ao individuo suscetivel na
auséncia de pressdo de sele¢cdo, caso contrario, a frequéncia dos individuos
resistentes seria muito maior (CROW, 1957). Os individuos resistentes podem
apresentar desvantagens em relacdo a fecundidade, tempo de desenvolvimento,
competitividade para o acasalamento (ROUSH; MCKENZIE, 1987). Mesmo havendo
diferencas entre as linhagens suscetivel e resistente, é importante também avaliar
se os individuos heterozigotos apresentam um custo adaptativo, pois eles sdo os
principais carreadores do alelo da resisténcia (ROUSH; DALY, 1990).

Ha diversos estudos que demonstram a presenca de custo adaptativo em
linhagens resistentes de S. frugiperda. BERNARDI et al. (2017) avaliando os
parametros biolégicos de S. frugiperda resistente ao milho Bt que expressa as
proteinas CrylA.105, CrylF e Cry2Ab2, observaram que a linhagem resistente
apresentou uma duracao de 4 dias a mais no periodo de ovo-adulto, reducdo de 9%
na taxa de sobrevivéncia até a fase adulta e uma taxa reprodutiva 35% menor em
relacdo as linhagens suscetiveis e heterozigotas. A presenca de custo adaptativo
também foi reportado para S. frugiperda resistente a proteina Vip3Aa20, no qual a
linhagem resistente demonstrou uma reducdo de 11% na taxa de sobrevivéncia e
50% na taxa reprodutiva (BERNARDI et al., 2016). A resisténcia de S. frugiperda a
spinosad também apresenta custo adaptativo, a linhagem resistente demonstrou
uma reducado de 41% na sobrevivéncia até a fase adulta e redugcédo de 49% na taxa
reprodutiva em relagéo a linhagem suscetivel (OKUMA et al., 2018). Porém existem
casos onde ndo ha custo adaptativo associado a resistenténcia nos parametros
avaliados, como nos casos de S. frugiperda resistentes as proteinas CrylF e
Cry2Ab2 (VELEZ et al, 2013; JAKKA; KNIGHT; JURAT-FUENTES, 2014;
HORIKOSHI et al., 2016; SANTOS-AMAYA et al., 2016; ACHARYA et al., 2017),
sendo necessario assim avaliar outros parametros além dos biologicos, como fatores
comportamentais, para os quais ja foi relatado custo adaptativo relacionado com a
resisténcia a proteina CrylF (MALAQUIAS et al., 2017).
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Estratégias de manejo da resisténcia podem ser implementadas explorando
0 custo adaptativo da resisténcia. O manejo por moderacgéo que consiste na redugao
do uso de uma determinada tatica de controle visando preservar os individuos
suscetiveis (GEORGHIOU, 1983). Reduzindo a pressdo de selecdo e com a
presenca de custo adaptativo associado a resisténcia, a suscetibilidade podera ser
restabelecida visto que os individuos resistentes apresentardo alguma desvantagem

em relacdo aos suscetiveis.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta e criacao das populagcdes de S. frugiperda

As populagcdes de S. frugiperda foram coletadas na cultura do milho nas
primeiras e segundas safras dos anos de 2016 a 2018 nas principais regides
produtoras do Brasil. Foram coletadas aproximadamente 1000 lagartas por
populacdo e acondicionadas em copos plasticos de 100 mL contendo dieta artificial.
Os copos plasticos contendo as lagartas foram acondicionados em caixas de isopor
e estas enviadas para o Laboratério de Resisténcia de Artrépodes da ESALQ/USP.

As lagartas foram mantidas nos copos plasticos até a fase de pupa. As
pupas da populagéo de campo foram retiradas da dieta e tratadas com uma solucéo
de sulfato de cobre a 6,25%. Em seguida as pupas foram colocadas em gaiolas de
tubo de PVC (10 cm de diametro x 25cm), revestidas internamente com papel jornal
para 0 acasalamento e oviposicdo dos adultos. Para a alimentacdo dos adultos
foram utilizados um recipiente com algodao embebido com uma solucdo de mel a
10%. As posturas e a solucdo de mel foram trocadas a cada 2 dias. As gaiolas foram
mantidas em condi¢cdes controladas em uma sala de criacdo a uma temperatura de
25+2°C, umidade relativa de 70% e fotofase de 14h. As posturas coletadas no papel
jornal foram recortadas e colocadas em copos plasticos de 100 mL, juntamente com
um pedaco de papel filtro umedecido com agua destilada. Os copos plasticos com
as posturas foram mantidos em camaras climatizadas com temperatura de 20°C e
fotofase de 14h até a eclosdo das lagartas neonatas.

As lagartas neonatas récem-eclodidas foram inoculadas em copos plasticos
de 100 mL contendo dieta artificial (GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976). Ao
atingirem o 3° instar, as lagartas foram utilizadas para a realizagdo dos bioensaios e
o restante foi individualizado em copos plasticos de 50 mL com dieta artificial para a
manutenc¢ao da populacéo.

Foi utilizada uma linhagem suscetivel de referéncia (SUS) obtida na
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas — MG, a qual vem sendo mantida em
laboratério na auséncia de pressado de selecdo de inseticidas por varias geracdes ha

mais de 20 anos, para fins de comparacao e caracterizacao da suscetibilidade.
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3.2. Bioensaios toxicoldgicos

Para a realizacdo do presente trabalho foi utilizado o método de bioensaio
de tratamento superficial da dieta com inseticida. Os bioensaios foram conduzidos
em placas de acrilico (COSTAR®) de 24 células, onde foram depositados 1,25 mL de
dieta artificial em cada célula. Apés a secagem, as placas foram esterilizadas em
camara de fluxo laminar com luz ultravioleta.

As diferentes concentracdes do inseticida chlorfenapyr (Pirate® 240g i.a./L)
foram obtidas por meio da diluicdo do produto comercial em agua destilada com
adicdo de 0,1 % (v/v) do surfactante Triton®. Uma solugdo de 30 pL do inseticida na
concentracao a ser testada foi aplicada em cada célula. Apos a secagem das placas,
lagartas de terceiro instar foram infestadas individualmente em cada célula com o
auxilio de uma pinca. Para o fechamento foram utilizadas tampas das placas e
transparéncias perfuradas para evitar a fuga das lagartas. As placas foram mantidas
em camaras climatizadas a temperatura de 25+ 2°C e fotofase de 14h. A
mortalidade das lagartas foi avaliada com 96h apds a infestacdo e o critério de
mortalidade utilizado foi de individuos que ndo apresentaram reacdo ao toque de

uma pinga, sem nenhum movimento aparente.

3.3. Caracterizacao das linhas-béasicas de suscetibilidade de S. frugiperda

a chlorfenapyr

Para a caracterizacdo das linhas-basicas de suscetibilidade de S. frugiperda
a chlorfenapyr foram utilizadas a populacdo suscetivel de referéncia (SUS) e as
populagbes de campo (Tabela 1). Foram utilizadas oito concentragbes espagadas
logaritmicamente entre 1,8 a 100 pg/mL obtidas a partir da diluicdo do inseticida
chlorfenapyr (Pirate® 2409 i.a./L) em agua destilada com adicdo de 0,1 % (v/v) do
surfactante Triton®. O tratamento controle consistia de agua destilada mais o
surfactante. Para cada concentracdo foram testadas aproximadamente 72 lagartas

de terceiro instar.
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Tabela 1. Populac8es de Spodoptera frugiperda utilizadas na caracterizacao das linhas-basicas
de suscetibilidade

Cddigo da Localizacéao Latitude Longitude Data
populagédo

GO-36 Planaltina — GO 15°22°11” S 47°37'52" W 10/12/2015
BA-44 Sao Desidério — BA - - 23/02/2016
GO-RV Rio Verde — GO 17°35'24” S 50°56’45” W 10/03/2016
MT-35 Sapezal — MT 13°25°'35,9” S 58°38°17,84” W 23/03/2016
MG-DN Divisa Nova — MG 21°30°48” S 46°18°'07” W 20/04/2016

3.4. Monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda a chlorfenapyr

O monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda a chlorfenapyr foi
realizado utilizando a concentracdo diagnéstica estimada através da andlise
conjunta dos dados de mortalidade obtidos a partir das linhas-basicas de
suscetibilidade. Foi avaliada a suscetibilidade das populagcdes de S. frugiperda
coletadas nas principais regides produtoras de milho do Brasil nas safras entre os
anos de 2016 a 2018 (Tabela 2).

Tabela 2. PopulacBes de Spodoptera frugiperda utilizadas no monitoramento da
suscetibilidade

Cédigo da Localizacéo Latitude Longitude Data
populacéo

22 Safra 2016

MT-35 Sapezal - MT 13°25’35,9” S 58°38'17,84” W  23/03/2016
MT-36 Lucas do Rio Verde - MT 12°46'1,2” S 56°07°17,51” W  30/03/2016
MT-37 Campo Verde — MT 15°33'3,78” S 55°12'71" W 12/03/2016
MS-22 Rio Brilhante — MS 21°44'26” S 54°29°'17" W 23/03/2016
MS-23 Chapadéao do Sul — MS 18°45’43” S 52°36'41" W 29/03/2016
SP-22 Casa Branca — SP 21°50'18,78” S 47°11'3,13" W 20/04/2016
PR-64 Cornélio Procépio — PR 23°12’42” S 50°42’19" W 12/03/2016
PR-65 Peabiru — PR 23°51'58” S 52°23'43" W 12/03/2016
PR-66 Palotina — PR 24°09'50” S 53°32'15" W 18/04/2016
12 Safra 2017

BA-47 Luis Eduardo Magalhdes -BA 11°57°34,60” S 46°05'54,06" W  23/12/2016
GO0-41 Rio Verde — GO 17°42'58” S 51°10'46" W 12/12/2016
GO-42 Cristalina — GO 16°55'27,23" S 47°38'14,10"W  23/12/2016
MG-25 Tupaciguara — MG 18°37°'49,15” S 48°42'11,92" W 28/11/2016
SP-24 Casa Branca — SP 21°34'49,87” S 47°05'20,51” W  30/12/2016
PR-69 Tibagi — PR 24°27°'1,12” S 50°11°22,16” W  16/11/2016
PR-70 Cascavel - PR 25°0'6,19” S 53°30°'24,05" W  16/11/2016
SC-6 Guatambu - SC 27°07'52,79” S 52°45°33,01”W  28/11/2016
RS-22 Sto Antonio do Planalto - RS 28°21°13,72” S 52°43'1,52” W 21/11/2016
RS-23 Santo Angelo- RS 28°10'56,14” S 54°18°'16,27" W  21/11/2016
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22 Safra 2017

GO-43 Montividiu — GO 17°29'58,92” S 51°07'23,41" W  02/03/2017
MT-40 Lucas do Rio Verde - MT 12°33’41,04” S 56°09’41,65" W  07/03/2017
MT-41 Sapezal - MT 13°30'8,64” S 58°45’33,37” W  07/03/2017
MT-42 Campo Verde — MT 15°29°27,89” S 55°20°52,33" W 07/03/2017
MS-24 Chapadéo do Sul — MS 18°46’42,45” S 52°38'50,44” W  02/03/2017
MS-25 Dourados — MS 22°42°33,98” S 55°02’54,99” W 10/03/2017
SP-25 Pirassununga — SP 21°53'9,42” S 47°20°'57,60"W  07/04/2017
PR-71 Toledo — PR 24°40°14,01” S 53°48'48,99" W  10/03/2017
PR-72 Luiziana - PR 24°15’5,004” S 52°21’19,00"W  30/03/2017
PR-73 Sertanépolis - PR 23°01°17,00” S 50°59'21,01” W  30/03/2017
Entresafra 2017 — 2018

BA-48 Roda Velha - BA 12°51°12,096” S 45°28'12,72" W  28/07/2017
GO-44 Rio Verde - GO 17°47°45,27" S 50°58'20,21” W  28/07/2017
MT-44 Sorriso - MT 12°59°13,34” S 55°51’35,17"W  12/07/2017
MS-26 Chapadéo do Sul - MS 18°46°47,60” S 52°38'50,14” W  12/07/2017
SP-26 Casa Branca - SP 21°40°'10,95” S 47°03’'19,69"W  03/08/2017
12 Safra 2018

BA-49 Roda Velha - BA 13°15°51,70” S 46°08'45,82" W 06/12/2017
GO-45 Cristalina - GO 16°19'8,11” S 47°35°36,02" W  06/12/2017
GO-46 Rio Verde - GO 17°44°38,87" S 50°51’3,82" W 26/12/2017
MG-26 Araguari - MG 18°32’'5,64” S 48°23'34,87"W  26/12/2017
SP-27 Casa Branca - SP 21°50'14,67” S 47°0°26,21" W 16/11/2017
PR-75 Ponta Grossa - PR 24°46’13,30” S 49°53'50" W 23/11/2017
PR-76 Toledo — PR 24°51°9,47” S 53°50'44,01” W 14/12/2017
SC-7 Chapecé - SC 27°05’4,38” S 52°38'6,47" W 23/11/2017
RS-24 Santo Angelo - RS 28°12°0,36” S 54°16’15,20° W  18/10/2017
RS-26 N&o me Toque - RS 28°15'35,67” S 52°51'24,12" W  16/11/2017
22 Safra 2018

GO-47 Rio Verde - GO 17°52'4,55” S 50°55'48,39" W  09/04/2018
MT-45 Lucas do Rio Verde - MT 13°09°49,25” S 56°00'24,88" W  20/03/2018
MT-46 Sapezal - MT 13°30°7,524” S 58°48'4,86" W 27/03/2018
MT-47 Campo Verde - MT 15°37°54,41” S 55°08'37,39" W 18/04/2018
MS-27 Chapadéo do Sul - MS 18°46°17,29” S 52°36’33,26" W 29/03/2018
MS-28 Dourados - MS 22°42'27,29" S 55°02'34,26" W  06/04/2018
SP-28 Casa Branca - SP 22°05'57,08" S 47°01°39,58"W  06/04/2018
PR-77 Campo Mouréo - PR 24°31'51,35” S 51°52'53,62" W  27/02/2018
PR-78 Cascavel - PR 24°45'36,08” S 53°40'10,16" W  27/03/2018
PR-79 Sertanépolis - PR 23°00°26,39” S 51°00°12,96”" W  23/04/2018
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Figura 1. Distribuicdo das populacfes de Spodoptera frugiperda coletadas nas safras dos anos

de 2016 a 2018: (A) ano agricola de 2016, (B) ano agricola de 2017 e (C) ano agricola de 2018
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3.5. Estimativa da frequéncia do alelo da resisténcia de S. frugiperda a
chlorfenapyr

3.5.1. Coleta e criagcao das populagdes de S. frugiperda para o F2 screen

As populacbes de S. frugiperda utilizadas no método de F2 screen foram
coletadas na cultura do milho nas principais regides produtoras do Brasil (Tabela 3).
As lagartas coletadas foram encaminhadas ao Laboratério de Resisténcia de
Artropodes a Taticas de Controle em caixas de isopor e mantidas em dieta artificial
até a fase de pupa. As pupas foram retiradas, tratadas com uma solucédo de sulfato
de cobre a 6,25% e individualizadas em bandejas plasticas contendo papel filtro e
cobertas com um copo plastico de 50 mL até a emergéncia dos adultos. Foram
formados casais individualizados em copos plasticos de 500 mL com a abertura
virada para baixo sobre um prato plastico revestido com papel jornal para o
acasalamento e oviposicdo dos adultos. Cada copo plastico representou uma
isolinha devidamente identificada e dentro dos copos plasticos foi colocada um
recipiente com algoddao embebido em uma solucdo de mel a 10% para a
alimentacao dos adultos. A solucdo de mel e as posturas foram trocadas a cada dois
dias.

As isolinhas foram mantidas em condi¢cdes controladas em sala de criacao a
uma temperatura de 25+2°C, umidade relativa de 70% e fotofase de 14h. As
posturas contidas no papel jornal foram cortadas e colocadas em copos plasticos de
500 mL identificados de acordo com as isolinhas, juntamente com um pedaco de
papel filtro umedecido com agua destilada, a fim de manter a umidade interna. Os
copos com as posturas foram mantidos na mesma sala de criacdo até a eclosao das
lagartas. As lagartas neonatas foram transferidas para copos plasticos de 100 mL
contendo dieta artificial com o auxilio de um pincel. As lagartas ao atingirem o
terceiro instar foram inoculadas em placas plasticas de 32 células contendo dieta
artificial, em cada célula foi inoculada uma lagarta. Para cada isolinha foram
inoculadas trés placas de plastico totalizando 96 lagartas. As pupas obtidas de cada
isolinha foram retiradas da dieta, tratadas com solucdo de sulfato de cobre a 6,25%
e transferidas para uma gaiola de tubo de PVC (10 cm de diametro x 25 cm),
revestidas internamente com papel jornal para acasalamento e oviposicdo dos

adultos.



33

As gaiolas foram mantidas em sala de criagdo a temperatura de 25+2°C,
umidade relativa de 70% e fotofase de 14h. Os adultos de cada gaiola foram
alimentados com uma solucdo de mel a 10% que foram trocadas a cada dois dias.
As posturas contidas no papel jornal foram recortadas e colocadas em copos
plasticos de 100 mL juntamente com um pedaco de papel filtro umedecido com agua
destilada até a ecloséo das lagartas.

Tabela 3. Populag6es de Spodoptera frugiperda utilizadas na estimativa da frequéncia alélica

Cédigo da Localizacéo Latitude Longitude Data
populacéo
22 Safra 2016
BA-BAR Barreiras — BA 11°45'42” S 45°46°31” W 09/05/2016
MT-35 Sapezal — MT 13225 35,9”S 58°3817,84”W  23/03/2016
MT-LRV Lucas do Rio Verde - MT 12°58 10" S 55° 56’ 41" W 18/05/2016
MS-22 Rio Brilhante — MS 21°44° 26" S 54° 29 17" W 23/03/2016
SP-22 Casa Branca — SP 21°50°18,78" S  47°11°3,13" W 20/04/2016
PR-65 Peabiru — PR 23°51'58” S 52°23'43" W 18/04/2016
Entresafra 2016 — 2017
BA-45 Sao Desidério — BA 12°8'25,41”S  45°26'58,26"W  27/09/2016
GO-39 Rio Verde — GO 17°24'25,74” S 50°49'50,20"W  27/07/2016
MT-38 Lucas do Rio Verde - MT 13°00°05” S 55°58'14” W 03/10/2016
SP-23 Sao Jodo da Boa Vista - SP 22°0'57,57”S  46°50'21,56" W  01/08/2016
12 Safra 2017
BA-47 Luis Eduardo Magalhdes - BA  11°57'34,60” S  46°05’54,06" W  23/12/2016
GO-41 Rio Verde — GO 17°42'58” S 51°10'46" W 12/12/2016
MT-40 Lucas do Rio Verde - MT 12°33'41,04” S  56°09'41,65"W  07/03/2017
SP-24 Casa Branca — SP 21°34°49,87" S  47°05°20,51"W  30/12/2016
PR-70 Cascavel - PR 25°0'6,19” S 53°30°'24,05" W  16/11/2016
A

Figura 2. Distribuicdo das populacdes de Spodoptera frugiperda utilizadas na estimativa da

frequéncia alélica.
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3.5.2. Teste da progénie F2

As lagartas neonatas da progénie F2 foram inoculadas em copos de 100 mL
contendo dieta artificial, onde foram mantidas até atingirem o terceiro instar. O teste
da progénie F2 foi realizado com bioensaio de ingestdo seguindo o mesmo
procedimento descrito anteriormente utilizando a concentracéo diagnéstica estimada
através das linhas basicas de suscetibilidade. As placas de bioensaio foram
mantidas em camaras climatizadas com temperatura de 25 + 2°C e fotofase de 14h.
Para cada isolinha foram testadas 120 lagartas e a mortalidade foi avaliada com 96h
apos a inoculacdo. Para a verificagdo da presenca do alelo da resisténcia nas
isolinhas e valida-las como isolinha positiva, todos os individuos sobreviventes na

geracao F2 foram acasalados entre si e retestados na geragéo Fs.

3.6. Avaliacao de resisténcia cruzada de chlorfenapyr em linhagens de S.

frugiperda resistentes a inseticidas e proteinas Bt

Para a avaliagdo de resisténcia cruzada foram utilizadas linhagens de S.
frugiperda resistentes aos principais grupos quimicos de inseticidas e proteinas Bt.
As linhagens resistentes foram selecionadas pelo método de F2 screen a partir de
populacdes de campo de diferentes localizacbes (Tabela 4). Todas as linhagens
resistentes foram mantidas sob pressdo de selecao por inseticidas e proteinas Bt. As
linhagens HX-R, VT-R, PW-R e VIP-R foram selecionadas em folhas de milho que
expressavam 0s respectivos eventos Bt. Uma linhagem suscetivel de referéncia
(SUS) obtida da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas - MG, a qual vem sendo
mantida em laboratério na auséncia de pressdo de sele¢do por inseticidas e
proteinas Bt desde 1995, foi utilizada para fins de comparacao e célculo da razdo de
resisténcia.

Para avaliar a existéncia de resisténcia cruzada de chlorfenapyr nas
linhagens resistentes de S. frugiperda foram realizadas curvas concentragéo-
resposta para caracterizar da suscetibilidade das linhagens resistentes e suscetivel
para o inseticida chlorfenapyr utilizando o método de bioensaio descrito no item 3.2.
Foram utilizadas oitos concentracdes espacadas logaritmicamente entre 1,8 a 100

pg/mL.
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Tabela 4. Linhagens de Spodoptera frugiperda resistentes utilizadas na avaliacdo de
resisténcia cruzada

Cédigo da Grupo quimico Ingrediente ativo/proteina Localizacéo

linhagem Bt

Lambda-R  Piretroides lambda-Cyhalothrin Palotina, PR

Chlorpy-R Organofosforados Chlorpyrifos Luis Eduardo Magalhaes, BA
Luf-R Benzoilureias Lufenuron Roda Velha, BA

Tef-R Benzoilureias Teflubenzuron Sapezal, MT

Spin-R Spinosinas Spinosad Barreiras, BA

Chloran-R Diamidas Chlorantraniliprole Correntina, BA

HX-R Bacillus thuringiensis  CrylF Luis Eduardo Magalhées, BA
VT-R Bacillus thuringiensis  Cry1A.105/Cry2Ab2 Luis Eduardo Magalh&es, BA
PW-R Bacillus thuringiensis  Cry1A.105/Cry2Ab2/CrylF Roda Velha, MT

VIP-R Bacillus thuringiensis  Vip3Aa20 Lucas do Rio Verde, MT

3.7. Anédlises estatisticas

Os dados de mortalidade das linhas-basicas de suscetibilidade e das curvas
concentracdo-resposta das linhagens resistentes foram submetidos a andlise de
Probit no programa PoloPlus (LeOra Software, 2002) para a estimativa das CLsos e
seus respectivos intervalos de confianca. A dose diagnostica utilizada no
monitoramento da suscetibilidade foi estimada através da andlise conjunta dos
dados de mortalidade das linhas-basicas de suscetibilidade utilizando o
complemento log-log no programa SAS (SAS INSTITUTE, 2004).

Os dados do monitoramento da suscetibilidade foram analisados pela
estimativa do intervalo de confianca de 95% para a probabilidade de sobrevivéncia,
de acordo com a distribuicdo binomial. As andlises foram feitas utilizando a funcéo
binom.exact do pacote binom no programa R Studio (RStudio Team, 2016). No
monitoramento da suscetibilidade, as sobrevivéncias foram consideradas
significativamente diferentes quando o intervalo de confianca de 95% das
populacdes de campo testadas ndo se sobreponha com o intervalo de confianca de
95% da populagéo suscetivel de referéncia.

Para a estimativa da frequéncia dos alelos da resisténcia de S. frugiperda a
chlorfenapyr foi utilizado a equacgéo (1) proposto por ANDOW,; ALSTAD (1998). Os
intervalos de confiangca foram obtidos através da funcdo binom.bayes do pacote

binom no programa R Studio (RStudio Team, 2016).
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacao das linhas-bésicas de suscetibilidade de S. frugiperda

a chlorfenapyr

As curvas concentragcao-resposta das populacbes de campo testadas para
chlorfenapyr estdo apresentadas na Tabela 5. Através da caracterizacdo das linhas-
basicas de suscetibilidade foi possivel estimar as CLsos das populacbes de S.
frugiperda. As CLsos das populacdes testadas variaram de 13,87 a 25,07 pg/mL.
Pela ndo sobreposicdo dos intervalos de confiangca das populacdes testadas,
podemos observar que todas as populacdes de campo diferiram da populagao
suscetivel de referéncia. Porém a variacdo entre as ClLso foi baixa, apresentando
uma variabilidade natural de 1,8 vezes. Entre as populacdes de campo testadas, a
populacdo BA-44 foi a que apresentou menor suscetibilidade com uma CLso de
25,07 pg/mL, enquanto a populacdo MT-35 foi a que apresentou menor
suscetibilidade com uma CLso de 18,06 pg/mL. O coeficiente angular das populacdes
GO-RV, MT-35 e MG-DN testadas foram mais altas que o coeficiente angular da
populacao suscetivel, ja as populacdes BA-44 e GO-36 foram as que apresentaram

menor coeficiente angular.

Tabela 5. Caracterizagcdo das linhas-basicas de suscetibilidade de Spodoptera frugiperda a
chlorfenapyr

Populacéo n2  Coef. Ang. (+ EP) CLso (IC 95%)° 2 gl¢ hd

SUS 648 4,89 + 0,50 13,87 (12,47 — 15,30) 1,24 5 0,25
BA-44 554 4,07 £0,46 25,07 (21,26 — 28,77) 5,04 5 1,01
GO-36 598 3,61 £ 0,37 21,56 (19,11 — 23,99) 5,63 6 0,94
GO-RV 645 6,20 £ 0,70 21,49 (19,58 — 23,4) 3,38 5 0,68
MT-35 1168 6,13 £ 0,90 18,06 (16,50 — 19,73) 5,39 5 1,08
MG-DN 575 5,41 +£0,61 19,70 (17,72 — 21,67) 3,3 4 0,83

a nimero de lagartas; ? concentracéo letal 50; ¢ graus de liberdade; ¢ heterogenidade
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Figura 3. Curvas de concentracdo-resposta de chlorfenapyr em populacdes de Spodoptera
frugiperda no Brasil.

A partir da andlise conjunta dos dados das linhas-basicas de suscetibilidade
de todas as populagdes foi estimada a CLogde 47,79 (IC 95% [44,33 — 52,44]) pg/mL
(n = 2511, Coef. ang. [+ EP] = 5,38 [+ 0,32]; y?= 7,68; gl = 4). Assim a concentracdo
de 56 pg/mL foi estabelecida como a concentracdo diagndstica para o

monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda a chlorfenapyr no Brasil.

4.2. Monitoramento da suscetibilidade de Spodoptera frugiperda a

chlorfenapyr

O monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda foi realizado utilizando
a concentracdo de 56 pg/mL como concentracdo diagnéstica. Foram monitoradas 7
safras agricolas durante os anos de 2016 a 2018 (Tabela 6). No total foram
monitoradas 53 popula¢cdes de campo coletadas em 9 estados diferentes desde a 22
safra de 2016 até 22 safra de 2018. Entre todas as populacdes testadas, 15
populacbes apresentaram sobrevivéncia que foram significativamente mais altas
qgquando comparada com a sobrevivéncia da populacdo suscetivel de referéncia,
variando de 1,87 a 8,39%. A sobrevivéncia das demais populacdes ndo apresentou
diferencas significativas pois os intervalos de confianca se sobrepunham com o

intervalo de confianca da populagéo suscetivel de referéncia.
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As populagdes que apresentaram uma sobrevivéncia maior que a populacao
suscetivel, foram coletadas nos estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo
Paulo, Parana, Goias, Bahia e Minas Gerais. As maiores sobrevivéncias foram
observadas nas populacdo SP-22 (8,39%), seguida das populacdo BA-47 (7,71%),
MG-25 (6,87%) e MT-47 (4,79%). A sobrevivéncia na dose diagnostica foi maior nas
populacdes coletadas na 22 safra 2016 e na 12 safra 2017. Sendo que nas demais
safras a sobrevivéncia diminuiu, voltando a aumentar somente na 22 safra 2018

onde duas populacdes (GO-47 e MT-47) apresentaram sobrevivéncia significativas.

Tabela 6. Sobrevivéncia das popula¢gdes de Spodoptera frugiperda a chlorfenapyr

Cbédigo da Cidade, Estado n % Sobrevivéncia (IC 95%)
populacdo
SuUS Suscetivel de referéncia 480 0,00 (0,00 - 0,76)
22 Safra 2016
MT-35 Sapezal, Mato Grosso 480 3,75 (2,23 - 5,86) *
MT-36 Lucas do Rio Verde, Mato Grosso 480 1,46 (0,58 — 2,98)
MT-37 Campo Verde, Mato Grosso 528 1,32 (0,53 -2,71)
MS-22 Rio Brilhante, Mato Grosso do Sul 480 3,96 (2,39 -6,11) *
MS-23 Chapadao do Sul, Mato Grosso do Sul 480 3,96 (2,39 -6,11) *
SP-22 Casa Branca, Sao Paulo 480 8,39 (6,56 —11,87) *
PR-64 Cornélio Procépio, Parana 504 2,38 (1,24 -4,12) *
PR-65 Peabiru, Parana 480 1,25 (0,46 — 2,70)
PR-66 Palotina, Parana 480 1,25 (0,46 — 2,70)
12 Safra 2017
BA-47 Luis Eduardo Magalhées, Bahia 480 7,71 (5,48 - 10,46) *
GO-41 Rio Verde, Goias 480 2,29 (1,15-4,06) *
GO-42 Cristalina, Goias 480 1,87 (0,86 — 3,52) *
MG-25 Tupaciguara, Minas Gerais 480 6,87 (4,77 — 9,52) *
SP-24 Casa Branca, Sao Paulo 480 0,42 (0,05 - 1,49)
PR-69 Tibagi, Parana 480 1,87 (0,86 — 3,53) *
PR-70 Cascavel, Parana 480 2,29 (1,14 - 4,06) *
SC-6 Guatambu, Santa Catarina 480 2,71 (1,44 — 4,58) *
RS-22 Sto Antonio do Planalto, Rio Grande 600 1,50 (0,69 — 2,82)
do Sul
RS-23 Santo Angelo, Rio Grande do Sul 384 1,30 (0,42 — 3,01)
22 Safra 2017
GO-43 Montividiu, Goiés 456 0,22 (0,005 - 1,21)
MT-40 Lucas do Rio Verde, Mato Grosso 480 1,04 (0,33 -2,41)
MT-41 Sapezal, Mato Grosso 480 0,21 (0,005 - 1,15)
MT-42 Lucas do Rio Verde, Mato Grosso 480 0,40 (0,05 - 1,49)
MS-24 Chapadéo do Sul, Mato Grosso do Sul 528 0,38 (0,04 — 1,36)

MS-25 Dourados, Mato Grosso do Sul 480 0,00 (0,00 - 0,76)
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SP-25 Pirassununga, Séo Paulo 528 0,19 (0,004 - 1,05)
PR-71 Toledo, Parana 480 0,62 (0,13 -1,81)
PR-72 Luiziana, Parana 672 1,19 (0,51 - 2,33)
PR-73 Sertanopolis, Parana 480 0,00 (0,00 —0,76)
Entressafra 2017 -2018

BA-48 Roda Velha, Bahia 480 0,69 (0,14 - 2,01)
GO-44 Rio Verde, Goias 480 0,21 (0,005 - 1,15)
MT-44 Sorriso, Mato Grosso 480 0,62 (0,13-1,81)
MS-26 Chapadao do Sul, Mato Grosso do Sul 480 0,19 (0,005 - 1,10)
SP-26 Casa Branca, Séao Paulo 480 0,41 (0,05 - 1,49)
12 Safra 2018

BA-49 Roda Velha, Bahia 480 0,83 (0,22 -2,12)
GO-45 Cristalina, Goias 480 1,04 (0,33 -2,41)
GO-46 Rio Verde, Goias 528 0,37 (0,04 - 1,36)
MG-26 Araguari, Minas Gerais 480 0,00 (0,00 —0,76)
SP-27 Casa Branca, Sao Paulo 480 0,21 (0,005 - 1,15)
PR-75 Ponta Grossa, Parana 480 0,39 (0,12-1,72)
PR-76 Toledo, Parana 528 0,94 (0,30 - 2,19)
SC-7 Chapecé, Santa Catarina 480 0,83 (0,22 -2,12)
RS-24 Santo Angelo, Rio Grande do Sul 504 0,59 (0,12-1,72)
RS-26 N&o me Toque, Rio Grande do Sul 504 0,39 (0,04 -1,42)
22 Safra 2018

GO-47 Rio Verde - GO 480 1,87 (0,83 - 3,52) *
MT-45 Lucas do Rio Verde - MT 480 0,00 (0,00 - 0,76)
MT-46 Sapezal - MT 480 0,00 (0,00 - 0,76)
MT-47 Campo Verde - MT 480 4,79 (3,06 - 7,10) *
MS-27 Chapadao do Sul - MS 480 1,25 (0,46 - 2,70)
MS-28 Dourados - MS 480 0,62 (0,12 - 1,81)
SP-28 Casa Branca - SP 480 0,00 (0-0,76)
PR-77 Campo Mouréo - PR 480 0,42 (0,05 - 1,49)
PR-78 Cascavel - PR 480 0,00 (0,00 - 0,76)
PR-79 Sertanépolis - PR 480 0,21 (0,005 - 1,15)

* Significativamente diferente da populacdo suscetivel de referéncia pela ndo sobreposicdo dos
intervalos de confianca de 95%
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4.3. Frequéncia dos alelos daresisténcia de S. frugiperda a chlorfenapyr

A estimativa da frequéncia alélica da resisténcia de S. frugiperda a
chlorfenapyr foi realizada através do método de F2 screen. A frequéncia do alelo da
resisténcia de chlorfenapyr foi estimada em 16 populacdes coletadas entre a 22 safra
2016 e a entressafra 2017-2018 (Tabela 7). No total foram testadas 821 isolinhas,
sendo 166 para o estado da Bahia, 89 para o estado de Goias, 245 para o estado do
Mato Grosso, 41 para o estado do Mato Grosso do Sul, 94 para o estado do Parana
e 186 para o estado de S&o Paulo (Tabela 8). Todas as isolinhas foram testadas na
concentracdo diagnostica de 56 pg/mL determinada anteriormente pela andlise
conjunta das linhas-basicas de suscetibilidade. A sobrevivéncia média das isolinhas
testadas variou de 1,31 a 10,73% entre as populacfes testadas. Segundo o critério
de isolinha positiva adotado, ndo houve isolinha positiva dentre as 925 isolinhas
testadas, pois apesar de obter sobreviventes na geracdo F2, ndo houve
sobreviventes quando os insetos foram retestados na proxima geracdo utilizando a
mesma concentracdo de 56 pug/mL. Desta forma as frequéncias alélicas estimadas
entre as populacdes testadas variaram de 0,0024 (BA-48) a 0,0081 (GO-41). A
frequéncia estimada nas safras para a 22 safra 2016 e a 1?2 safra 2017 foi 0,0008 e a

frequéncia para a entressafra 2016-2017 foi 0,0012.



Tabela 7. Frequéncia do alelo da resisténcia de Spodoptera frugiperda a chlorfenapyr em diferentes localidades e safras

Cddigo da Localidade Isolinhas testadas % Sobrevivéncia + epm Isolinhas positivas Frequéncia estimada (IC 95%)
populacdo

22 Safra 2016

BA-BAR Barreiras — BA 65 9,91 £ 0,90 0 0,0037 (0 —0,0137)
MT-35 Sapezal — MT 33 4,77 + 0,96 0 0,0071 (0 — 0,0263)
MT-LRV Lucas do Rio Verde — MT 58 6,66 + 0,60 0 0,0042 (0 —0,0154)
MS-22 Rio Brilhante — MS 40 8,23+ 1,32 0 0,0058 (0 — 0,0214)
SP-22 Casa Branca — SP 58 5,37 £ 0,46 0 0,0042 (0- 0,0154)
PR-65 Peabiru — PR 52 4,80 + 0,66 0 0,0046 (0 —0,0171)
Subtotal 306 6,69 + 0,35 0 0,0008 (0 — 0,0030)

Entressafra 2016 — 2017

BA-45 Roda Velha — BA 35 10,73+1,18 0 0,0068 (0 — 0,0249)
GO-39 Rio Verde — GO 53 10,04 + 0,96 0 0,0040 (0 — 0,0149)
MT-38 Lucas do Rio Verde — MT 56 6,93+ 0,63 0 0,0043 (0 — 0,0159)
SP-23 Séo Jodo da Boa Vista — SP 48 7,56 £ 0,89 0 0,0050 (0 —0,0184)
Subtotal 192 8,64 + 0,46 0 0,0013 (0 — 0,0047)
12 Safra 2017

BA-47 Luis Eduardo Magalhdes — BA 66 5,85+ 0,66 0 0,0037 (0 —0,0135)
GO-41 Rio Verde — GO 29 3,93+0,80 0 0,0081 (0 — 0,0297)
MT-40 Lucas do Rio Verde — MT 98 1,31+0,18 0 0,0025 (0 — 0,0092)
SP-24 Casa Branca — SP 80 2,83 +0,46 0 0,0030 (0 —0,0112)
PR-70 Cascavel - PR 42 3,33+0,48 0 0,0057 (0 — 0,0209)
Subtotal 315 3,16 £ 0,23 0 0,0008 (0 — 0,0029)

Total 813 5,82+ 0,20 0 0,0003 (0 — 0,0011)
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Tabela 8. Frequéncia do alelo da resisténcia de Spodoptera frugiperda a chlorfenapyr por
estado

Estado Isolinhas Isolinhas Frequéncia estimada (IC 95%)
testadas positivas

Bahia 166 0 0,0015 (0 — 0,0055)

Goias 89 0,0027 (0 — 0,0101)

0
Mato Grosso 245 0 0,0010 (0 —0,0037)
Mato Grosso do Sul 41 0 0,0058 (0 —0,0214)
Parana 94 0 0,0026 (0 — 0,0096)
0

Séo Paulo 186 0,0013 (0 — 0,0049)

4.4. Avaliacado de resisténcia cruzada de chlorfenapyr em linhagens de S.

frugiperda resistentes a inseticidas e proteinas Bt

Os resultados das curvas concentragdo-resposta de chlorfenapyr em
linhagens resistentes de S. frugiperda estédo apresentados na Tabela 8. Para as
linhagens resistentes a inseticidas os valores de ClLso variaram de 10,48 a 16,11
pg/mL, sendo o menor valor de CLso observada na linhagem resistente a
chlorpyrifos, e a linhagem resistente a teflubenzuron foi a que apresentou a maior
CLso entre todas as linhagens resistentes testadas. As linhagens resistentes as
proteinas Bt também apresentaram uma baixa suscetibilidade, com valores de CLso
que variaram de 9,49 a 12,43 pg/mL. A linhagem resistente as proteinas
CrylA.105/Cry2Ab2 apresentou a menor ClLso e a linhagem resistente a CrylF

apresentou a maior CLso entre as linhagens resistentes a proteinas Bt testadas.
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Tabela 9. Toxicidade de chlorfenapyr em linhagens resistentes de Spodoptera frugiperda

Linhagem n? Coef. Ang. (= CLso (IC 95%)° x> gl° h® RR®
EP)

SUS 648 4,89 £ 0,50 13,87 (12,47 - 15,30) 1,24
Lambda-R 693  2,945+0,259 13,80 (12,21-15,47) 3,278
Chlorpy-R 574 3,509 + 0,27 10,48 (9,27 - 11,77) 3,404

Luf-R 508  3,52+0,333  1515(13,16-17,17) 3,082 0,514 1,09

Tef-R 574  4,284+0569 16,11 (13,83-18,22) 1,337 0,267 1,16

5 0,25 -

5

5

6

5
Spin-R 550 3,654 + 0,29 10,94 (9,76 - 12,23) 4,577 5 0,915 0,79

5

5

4

5

6

0,656 0,99
0,681 0,75

Chloran-R 576 5,013+ 0,601 14,38 (12,71 -15,89) 3,31 0,622 1,04
HX-R 549 4,716 + 0,395 12,43 (11,02 - 13,99) 5,759 1,15 0,89
VT-R 528 3,938 £ 0,384 9,49 (8,24 -10,72) 2,119 0,53 0,68
PW-R 614 4,791 + 0,50 11,29 (9,47- 13,15) 6,318 1,26 0,81
VIP-R 596 4,519 + 0,529 10,31 (9,07 -11,49) 2,723 0,454 0,74

2 ntmero de lagartas; P concentracdo letal 50; ¢ graus de liberdade; ¢ heterogenidade; ¢ Razdo de resisténcia:
CLso da linhagem resistente/CLso da linhagem suscetivel

8 -
= SUS
7 1 - Lambda-R
Chlorpy-R
6 - e LUF-R
e=Tef-R
s === Spin-R
E 5 1 === Chloran-R
= HX-R
q - e=V\/T-R
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=\/IP-R
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2 A t |
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Concentragao (png/mL)

Figura 5. Curvas concetrac8o-resposta de chlorfenapyr em linhagens resistentes de
Spodoptera frugiperda
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5. DISCUSSAO

Este foi o primeiro estudo de caracterizacdo das linhas-basicas de
suscetibilidade de S. frugiperda a chlorfenapyr no Brasil. O estabelecimento das
linhas-basicas de suscetibilidade € um dos primeiros passos em programas de
monitoramento da resisténcia, pois através delas é possivel observar a
suscetibilidade e a variacdo natural de diferentes populacdes. Através das linhas-
basicas de suscetibilidade foi possivel verificar uma variacdo de 1,8 vezes entre as
populacdes de S. frugiperda coletadas em diferentes regides do Brasil. Essa
variacdo pode ser considerada natural, uma vez que pode haver variacdo na
suscetibilidade entre populacdes de diferentes regides e até mesmo variagdo na
suscetibilidade de uma mesma populacdo, como foi estudado por Robertson et al.
(1995).

Foi possivel estabelecer uma concentracdo diagndstica através da analise
conjunta dos dados das linhas-basicas de suscetibilidade como foi proposto por
SIMS et al. (1996). O monitoramento da suscetibilidade das populacbes de S.
frugiperda foi realizado na concentracao diagnéstica de 56 pug/mL. Os resultados do
monitoramento fenotipico demonstraram uma alta suscetibilidade das populacdes de
S. frugiperda a chlorfenapyr no Brasil, sendo que a sobrevivéncia diminuiu ao longo
das safras. A principio, diferencas significativas na sobrevivéncia foram observadas
apenas nas duas primeiras safras monitoradas, e ao longo das outras safras a
suscetibilidade se manteve alta em todas as populacdes testadas. Somente na 22
safra 2018, diferencas significativas na suscetibilidade foram observadas de novo,
gquando a sobrevivéncia das populacbes GO-47 e MT-47 se diferiram da
sobrevivéncia da populacdo suscetivel de referéncia. O monitoramento da
suscetibilidade tem sido feito a partir da comparagcdo dos valores de CLso de
populacdes de campo e de laboratorio obtidos a partir de curvas dose-resposta
(FFRENCH-CONSTANT; ROUSH, 1990). Porém este método € eficiente apenas
guando a frequéncia de resisténcia é alta, sendo um método insensivel de detectar
pequenas variagbes na frequéncia resisténcia, principalmente quando a resisténcia
esta no inicio da evolucdo em uma populacdo (ROUSH; MILLER, 1986). O uso de
uma concentracao diagnostica é recomendado em programas de monitoramento da
suscetibilidade, pois todos os individuos serdo testados em uma Unica dose e nao
sera desperdicado nenhum individuo em doses mais baixas onde a porcentagem de
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mortalidade néo é relevante (ROUSH; MILLER, 1986). Estudos de monitoramento
da suscetibilidade em outras pragas como Heliothis virescens e Ostrinia nubilaris a
proteinas Bt, tem demonstrado que o uso de concentracfes diagndsticas estimadas
através da andlise conjunta dos dados de linha-basica de suscetibilidade sdo mais
sensitivos que 0s bioensaios de dose-resposta na discriminacdo dos fendtipos
resistente e suscetivel (MARCON et al., 2000; ALBERNAZ et al., 2013).

Em geral, apesar da variacdo da sobrevivéncia de algumas populacées, a
suscetibilidade das populacdes de S. frugiperda a chlorfenapyr no Brasil se manteve
alta. Diversos fatores podem estar relacionados com a alta suscetibilidade de S.
frugiperda a chlorfenapyr. Esses resultados podem indicar que ha uma baixa
utilizacdo deste inseticida para o controle de S. frugiperda no Brasil, que
consequemente resultard em uma menor pressao de sele¢cdo no campo. Outro fator
gue pode estar relacionado a alta suscetibilidade das populacdes de S. frugiperda a
chlorfenapyr é a utilizagéo de inseticidas com diferentes modos de ac¢édo, que podem
controlar os individuos resistentes a chlorfenapyr. Assim como a presenca de
inimigos naturais nas areas cultivadas também podem ajudar a manter a
suscetibilidade da praga alta, uma vez que estes podem controlar os individuos
resistentes que sobreviveram as aplicacfes de inseticidas dificultando a evolucéo da
resisténcia.

O método de F2 screen foi utilizado para que se obtivesse a estimativa da
frequéncia dos alelos que conferem resisténcia de S. frugiperda a chlorfenapyr no
Brasil. Este método consiste na manutencdo da variacdo genética em isolinhas,
formadas a partir de individuos do campo, concentrando alelos resistentes em
gendtipos homozigotos por cruzamentos, 0s quais podem ser detectadas em
bioensaios. Este método vem sendo utilizado para a estimativa da frequéncia dos
alelos da resisténcia de proteinas Bt e inseticidas no Brasil. Estudos de estimativa
da frequéncia dos alelos da resisténcia a proteinas Bt em S. frugiperda foram
conduzidos por BERNARDI et al. (2015b) e FARIAS et al. (2016), onde encontraram
uma frequéncia de 0,0009 para os alelos da resisténcia de Vip3Aa20 e de 0,296
para os alelos da resisténcia de CrylF. No presente estudo a frequéncia total
estimada através do método de F2 screen foi de 0,0003. A frequéncia alélica da
resisténcia a chlorfenapyr esta dentro do intervalo da frequéncia inicial dos alelos da
resisténcia, que é da ordem de 102 a 10! (ROUSH; MCKENZIE, 1987),

evidenciando que a frequéncia do alelo da resisténcia a chlorfenapyr ainda € baixa.
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Supondo que a resisténcia seja conferida por um gene com dois alelos, R
(resistente) e S (suscetivel), os possiveis gendtipos serdo RR, RS e SS.
Considerando que uma populacédo se encontre em equiibrio de Hardy-Weinberg, a
frequéncia dos genotipos é dada pela seguinte equacao : p2 + 2pq + g2 = 1, onde p?
é a frequéncia dos homozigotos resistentes (RR), 2pq € a frequéncia dos heterozitos
(RS) e g2 a frequéncia dos homozigotos suscetiveis (SS). Uma frequéncia do alelo
da resisténcia de 0,0003 significa que teremos 9 individuos resistentes a cada 100
milhdes de individuos, demonstrando um baixo risco de evolucéo da resisténcia de
S. frugiperda a chlorfenapyr. A baixa frequéncia do alelo da resisténcia a
chlorfenapyr reflete a baixa sobrevivéncia das popula¢des monitoradas pelo método
fenotipico. A porcentagem de sobrevivéncia encontrada no método de F2 screen é
maior que a porcentagem de sobrevivéncia do método fenotipico, pois o método de
F2 screen € capaz de detectar a presenca do alelo da resisténcia nos individuos
mesmo que em heterozigose.

ANDOW and ALSTAD (1998) propuseram que o método de F2 screen fosse
utilizado para a deteccdo dos alelos da resisténcia quando a resisténcia for de
carater monogénico e recessivo. A resisténcia de chlorfenapyr para pragas como
Oxycarenus hyalinipennis (ULLAH et al., 2016) e Plutella xylostella (LIMA NETO;
SIQUEIRA, 2017) foi caracterizada como poligénica, sugerindo que o método de F2
screen pode néo ser eficiente na deteccédo dos alelos da resisténcia a chlorfenapyr
para essas duas pragas. Nao ha nenhum relato sobre a resisténcia de S. frugiperda
a chlorfenapyr na literatura, assim no presente estudo utilizamos o método de F2
screen assumindo que a resisténcia de S. frugiperda é de carater monogénico e
recessivo. Outro fator importante € de retestar as isolinhas positivas na préxima
geracdo a fim de evitar a deteccéo de falsos positivos (ANDOW; ALSTAD, 1998).
Apesar de haver sobreviventes na geracdo F2, a progénie destes individuos
(geracao F3) ndo sobreviveu na mesma concentracao testada, o que levou a indicar
gue nao havia nenhuma isolinha positiva entre as populacgdes testadas. Isso pode
sugerir que os genes que conferem resisténcia a chlorfenapyr na geracdo F2 ndo
foram passados para os seus descendentes ou que a resisténcia a chlorfenapyr em
S. frugiperda pode ser de carater poligénico, o que dificulta a selecdo de individuos
resistentes, uma vez que pode 0s genes da resisténcia podem serem diluidos
durante os cruzamentos (ROUSH; MCKENZIE, 1987). A concentracao utilizada na

deteccdo dos alelos da resisténcia foi a concentracao diagndstica obtida através da
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analise conjunta das linhas-basicas de suscetibilidade que pode ndo ser
discriminatdria, ou seja, pode ndo garantir a mortalidade de todos os individuos
heterozigotos, podendo explicar o fato de haver sobrevivéntes na geracdo F2 e ndo
haver sobreviventes na geragdo Fs. Porém para fins de comparagdo entre o
monitoramento fenotipico e genotipico foi utilizada a mesma concentra¢do nos dois
métodos de monitoramento.

A auséncia de resisténcia cruzada entre chlorfenapyr e as linhagens
resistentes a outros inseticidas e proteinas Bt demonstram que o mecanismo de
resisténcia a chlorfenapyr é diferente dos mecanismos de resisténcia dos inseticidas
e proteinas Bt testados neste estudo. Portanto, a utilizagdo de inseticidas de outros
grupos quimicos e proteinas Bt ndo contribuem para a selecdo de individuos
resistentes a chlorfenapyr. Da mesma forma, o inseticida chlorfenapyr pode ser
utilizado em programas de manejo da resisténcia de S. frugiperda a estes inseticidas
e proteinas Bt, pois todas as linhagens resistentes apresentaram suscetibilidade
similiar a linhagem suscetivel de referéncia. A auséncia de resisténcia cruzada de
chlorfenapyr e outros inseticidas também foi encontrada em linhagens resistentes de
Plutella xylostella resistente a chlorantraniliprole e cyantraniprole (LIU et al., 2015a,
2015b), Helicoverpa armigera resistente a spinosad (WANG et al.,, 2009) e Aphis
glycines resistente a lambda-cyhalothrin (XI et al., 2015).

Linhagens de Heliothis virescens e Haematobia irritans resistentes a
piretroides demonstraram um aumento na suscetibilidade a chlorfenapyr
(PIMPRALE et al.,, 1997; SHEPPARD; JOYCE, 1998). Uma das possiveis
explicacdes é o fato do inseticida chlorfenapyr ser um proé-inseticida, necessitando
ser ativado em sua forma toxica nas células do hospedeiro pelas enzimas
monooxigenases do citocromo P-450 (HUNT; TREACY, 1998). Desta forma, a
hipétese levantada é de que a resisténcia de insetos mediada pela detoxificacao
pelas enzimas monooxigenases apresentariam uma suscetibilidade ao inseticida
chlorfenapyr quando comparada com uma linhagem suscetivel de referéncia. Pouco
se sabe sobre os mecanismos de resisténcia de S. frugiperda a inseticidas e
proteins Bt. Estudos de transcritoma demonstraram uma alta expressao de enzimas
monooxigenases em uma linhagem resistente de S. frugiperda a Ilufenuron
(NASCIMENTO et al., 2015). Porém, neste estudo a CLso de chlorfenapyr da

linhagem resistente a lufenuron foi semelhante com a CLso da linhagem suscetivel,
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indicando que as enzimas monooxigenases presentes na linhagem resistente a
lufenuron n&o contribuem para a ativagéo do inseticida chlorfenapyr.

A alta suscetibilidade e a baixa frequéncia do alelo da resisténcia de S.
frugiperda a chlorfenapyr podem estar relacionados com a utilizacdo de outras
taticas de controle como a adocdo de plantas Bt. Atualmente além do controle
quimico o uso de plantas transgénicas que expressam proteinas Bt tem sido uma
das principais estratégias de manejo de S. frugiperda no Brasil (BERNARDI et al.,
2015b). Apos a adocdo do milho Bt, houve uma reducdo de 90,1% na utilizacdo de
inseticidas na cultura do milho entre os anos de 1996-2016 no Brasil (BROOKES;
BARFOOT, 2018), diminuindo assim a pressdao de selecdo exercida pelos
inseticidas. Trabalhos de monitoramento da suscetibilidade realizados no
Laboratério de Resisténcia de Artrépodes demonstram uma queda na sobrevivéncia
nas populacdes de S. frugiperda a alguns inseticidas apds a adocao de plantas Bt no
Brasil.

O uso de inseticidas continuara sendo umas das principais estratégias no
manejo de pragas, principalmente para o controle de S. frugiperda no Brasil, pois
apesar do advento das plantas Bt ja foram relatados casos de resisténcia em campo
para as proteinas CrylF e CrylAb (FARIAS et al., 2014; OMOTO et al., 2015) e a
resisténcia para as proteinas Vip3Aa20 e CrylA.105/Cry2Ab2 ja foi selecionada e
caracterizada em laboratério (BERNARDI et al., 2016; BERNARDI et al., 2017)
indicando o alto risco da evolucdo da resisténcia para essas proteinas. Diante da
falha de controle de S. frugiperda a varios grupos de inseticidas e proteinas Bt, o
inseticida chlorfenapyr torna-se uma alternativa entre os inseticidas utilizados para o
manejo de S. frugiperda no Brasil.

Estudos de caracterizacdo e monitoramento da suscetibilidade sao
essenciais para a tomada de decisbes em programas de manejo da resisténcia. Este
trabalho fornece subsidios para a implementacdo de estratégias proativas em
programas de manejo da resisténcia de S. frugiperda a chlorfenapyr. E importante
ressaltar que o manejo da resisténcia ndo deve ser estruturado em apenas uma
tatica de controle, é preciso explorar das demais taticas de controle dentro de um
programa de manejo integrado de pragas tais como o controle bioldgico, controle
cultural, resisténcia de plantas e uso de feroménios, além de considerar a

complexidade do sistema de cultivos no Brasil.
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6. CONCLUSOES

A suscetibilidade a chlorfenapyr em populagbes de S. frugiperda no Brasil é

alta.

A frequéncia do alelo da resisténcia a chlorfenapyr em populacdes de S.

frugiperda no Brasil € baixa.

N&do ha resisténcia cruzada em S. frugiperda entre chlorfenapyr e os
inseticidas: lambda-cyhalothrin, chlorpyrifos, lufenuron, teflubenzuron,
spinosad e chlorantraniliprole e as proteinas: CrylF, CrylA.105/Cry2Ab2,
CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF e Vip3aA20 expressas em milho geneticamente

modificado.
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