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RESUMO

Risco de evolucdo da resisténcia a espinosinas em Helicoverpa armigera

(Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil

Apbés a deteccdo de Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera:
Noctuidae) no Brasil em 2013, estudos para compreender o risco de evolucdo da
resisténcia de H. armigera aos principais inseticidas registrados para o seu controle
sdo de suma importancia. Dentre esses inseticidas, destaca-se o0 grupo das
espinosinas que apresentam mecanismo de a¢do unico, atuando como moduladores
alostéricos aos receptores nicotinicos da acetilcolina. Assim, para subsidiar
programas proativos de manejo da resisténcia de H. armigera a inseticidas
espinosinas no Brasil, no presente trabalho foram conduzidos estudos para (i)
avaliar a suscetibilidade de populagbes de H. armigera a spinosad e spinetoram e (ii)
entender as bases genéticas da resisténcia e verificar resisténcia cruzada a
spinetoram, a partir de uma linhagem de H. armigera resistente a spinosad
selecionada em condicfes de laboratdrio. O monitoramento da suscetibilidade foi
realizado com populagcbes de campo coletadas em regibes de grande
representatividade na producdo de soja e algoddo no Brasil ao longo das safras
agricolas de 2017 a 2019. Para o inseticida spinosad utilizou-se a dose diagndstica
(DLoo) de 3,03 ug i.a./cm? e para spinetoram a DLgo de 0,97 g i.a./cm?. Todas as 17
populacdes de H. armigera monitoradas apresentaram alta suscetibilidade tanto para
spinosad quanto para spinetoram. Os valores de sobrevivéncia larval nas doses
diagnosticas variaram de 0,0 a 3,9% para spinosad e de 0,0 a 2,0% para
spinetoram. A linhagem resistente a spinosad (Spin-R) foi selecionada a partir de
uma populacdo de campo coletada em Juscimeira, Mato Grosso, na segunda safra
de 2017. ApoOs doze geracdes sob pressdo de selecdo com spinosad, a linhagem
resistente apresentou uma razéo de resisténcia de 27 vezes, baseado na DLso (95%
IC) da linhagem Spin-R de 3,24 (2,80 — 3,74) ug i.a/cm? e da linhagem suscetivel
(Sus) de 0,12 (0,08 — 0,16) ug i.a/cm?. Cruzamentos reciprocos entre as linhagens
Sus e Spin-R mostrou que a resisténcia de H. armigera a spinosad € autossémica e
incompletamente dominante. Por meio dos retrocruzamentos entre os individuos
heterozigotos com a linhagem Sus revelou que a resisténcia é poligénica. Além
disso, Spin-R apresentou resisténcia cruzada para o inseticida spinetoram (RR = 12
vezes). Neste contexto, apesar da alta suscetibilidade de H. armigera a inseticidas
espinosinas em populacdes monitoradas nas safras de 2017 a 2019, o risco de
evolucao da resisténcia pode ser considerado alto em populacdes de H. armigera a
estes inseticidas em condi¢cdes de campo, pois confirmou-se a presenca de alelos
gue conferem resisténcia com carater dominante para spinosad. Portanto,
estratégias de manejo da resisténcia devem ser implementadas para preservar a
vida util de inseticidas espinosinas no controle de H. armigera no Brasil.

Palavras-chave: Manejo da resisténcia de insetos, Bases genéticas, Resisténcia cruzada,
Spinosad, Spinetoram



ABSTRACT

Risk of resistance evolution to spinosyns in Helicoverpa armigera

(Lepidoptera: Noctuidae) in Brazil

After the detection of Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera:
Noctuidae) in Brazil in 2013, studies to understand the risk of resistance evolution of
H. armigera to major insecticides registered for its control are very important. Among
these insecticides, the spinosyns have a unique mechanism of action, acting as
allosteric modulators to nicotinic acetylcholine receptors. Thus, to support proactive
management programs of H. armigera resistance to spinosyns in Brazil, we
conducted studies (i) to monitor the susceptibility to spinosad and spinetoram in H.
armigera populations and (ii) select a spinosad-resistant strain under laboratory
conditions to understand the genetic bases of resistance and to verify cross-
resistance to spinetoram. Susceptibility monitoring was performed with field-
populations collected from a major soybean and cotton producing regions in Brazil
from 2017 to 2019 cropping seasons. For the spinosad insecticide the diagnostic
dose (LDog) of 3.03 ug a.i/lcm? and for spinetoram the LDgs of 0.97 ug a.i/cm? were
used. All 17 field-collected populations showed high susceptibility to both spinosad
and spinetoram. The larval survival at diagnostic doses ranged from 0.0 to 3.9% for
spinosad and 0.0 to 2.0% for spinetoram. The spinosad-resistant strain (Spin-R) was
selected from a field-population collected in Juscimeira, Mato Grosso during the
second cropping season of 2017. After twelve generations of selection pressure with
spinosad, the spinosad-resistant strain showed resistance ration of 27-fold, based on
the LDso (95% CI) of Spin-R 3.24 (2.80 — 3.74) ug a.i/lcm? and of the susceptible
strain (Sus) of 0.12 (0.08 — 0.16) ug a.i/lcm?. Reciprocal crosses between the Sus
and Spin-R strains revealed that resistance of H. armigera to spinosad is autosomal
and incompletely dominant resistance. By perfoming the backcross of the
heterozygous individuals with Sus strain showed that the resistance is polygenic.
Moreover, Spin-R showed cross-resistance to spinetoram (RR= 12-fold). Although
high susceptibility of H. armigera populations to spinosyns were found from 2017 to
2019 cropping season, the risk of resistance evolution of H. armigera to these
insecticides may be high under field conditions because we confirmed the presence
of dominant resistance alleles to spinosad. Thus, resistance management strategies
should be implemented to preserve the lifetime of spynosins to control H. armigera in
Brazil.

Keywords: Insect resistance management, Genetic basis, Cross-resistance,
Spinosad, Spinetoram
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1. INTRODUCAO

Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae) é uma praga
de ampla distribuicdo geogréfica, presente em regides temperadas e tropicais do
mundo, como na Europa, Asia, Africa e Oceania (FITT, 1989; ANDERSON et al.,
2018). Em 2013, esta praga foi oficialmente relatada no Brasil (CZEPAK et al., 2013;
SPECHT et al., 2013) ocasionando elevadas infestacdes em diversas culturas de
importancia econdmica, tais como na soja, feijdo e algod&o, resultando em
significativas perdas econémicas (TAY et al., 2013). Trata-se de uma espécie
altamente polifaga com possibilidades de se alimentar em mais de 180 espécies de
plantas cultivadas e silvestres (FITT, 1989; TAY et al., 2013). Possui alta capacidade
de reproducéo e de dispersdao (FARROW; DALY, 1987; COAKER, 1959; FITT,
1989). Essas caracteristicas bioecoldgicas fazem com que H. armigera seja uma
espécie de grande relevancia e de dificil controle no mundo (SRIVASTAVA; JOSHI;
TRIVEDI, 2010).

A dificuldade de controle de H. armigera no Brasil se agrava devido ao
complexo sistema agricola com cultivos sucessivos, além da alta frequéncia de
resisténcia a alguns inseticidas como piretroides em populacfes de H. armigera que
colonizaram o Brasil (DURIGAN et al., 2017). Além disso, as mdltiplas introducdes
de H. armigera no Brasil foram originarias do Paquistdo, india, China e alguns
paises europeus (TAY et al., 2013; LEITE et al., 2014; ANDERSON et al., 2018),
com histérico de diversos casos de resisténcia a inseticidas (ARMES et al., 1992;
TONG et al., 2013; QAYYUM et al., 2015; AHMAD et al., 2019), resultando na busca
pela utilizacdo de novos inseticidas para o manejo da praga no pais. Uma das
op¢cOes tem sido o uso de inseticidas do grupo das espinosinas, devido ao
mecanismo de acao distinto dos inseticidas tradicionais e a eficacia no controle de
H. armigera (TARIQ; MALIK; IQBAL, 2005; GHOSH; CHATTERJEE; ROY, 2010).

As espinosinas sdo lactonas macrociclicas isoladas de metabdlitos
secundérios obtidos da fermentacdo de uma bactéria de solo Saccharopolyspora
spinosa (Mertz and Yao) (SALGADO; SPARKS, 2005; SPARKS et al., 2012). Dentre
as diferentes espinosinas isoladas e caracterizadas, apenas dois inseticidas foram
comercializados até o presente momento. O primeiro inseticida foi o spinosad, que
possui como ingrediente ativo uma mistura de ocorréncia natural entre as

espinosinas A (85%) e D (15%), langado em 1997. O outro inseticida é o spinetoram,
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composto por uma mistura de duas espinosinas semi-sintéticas, 3-O-ethyl-5,6-
dihydro-spynosin J (principal componente) e 3"-O-ethyl spynosin L, que foi registrado
em 2007 e com um maior potencial de acdo inseticida que spinosad (SALGADO;
SPARKS, 2005; HUANG et al., 2009; SPARKS et al., 2012). Esses inseticidas
apresentam grande importancia no Manejo da Resisténcia a Inseticidas (MRI) por
apresentarem modo de acdo Unico, agindo como moduladores alostéricos aos
receptores nicotinicos da acetilcolina e por apresentar caracteristicas ambientais e
toxicolégicas favoraveis, que contribuem para sua utilizagdo em programas de
Manejo Integrado de Pragas (MIP) (THOMPSON; DUTTON; SPARKS, 2000; KIRST,
2010; PUINEAN et al., 2013).

Diversos casos de resisténcia de pragas a inseticidas espinosinas ja foram
reportados (ROE et al.,, 2010; MARKUSSEN; KRISTENSEN, 2012; ISHTIAQ;
SALEEM; WRIGHT, 2012; REHAN; FREED, 2014; OKUMA et al.,, 2018; LIRA,
2018), incluindo a evolucéo da resisténcia de H. armigera a spinosad em condi¢des
de laboratério no Paquistdo (AHMAD; ARIF; AHMAD, 2003; QAYYUM et al., 2015),
india (KRANTHI; ALI; BANERJEE, 2000), na Australia (GUNNING; BALFE, 2002) e
na China (WANG et al., 2009), no entanto, apesar do uso frequente de espinosinas
para o controle de H. armigera no Brasil, ainda ndo ha relatos de casos de
resisténcia.

Diante disso, para compreender o risco de evolugdo da resisténcia de H.
armigera a espinosinas no Brasil visando a implementacédo de um programa proativo
de MRI, foram realizados estudos para (i) acompanhar a suscetibilidade a
espinosinas em populacdes de H. armigera coletadas em diferentes regifes e safras
agricolas de 2017 a 2019 do Brasil e (ii) selecionar uma linhagem resistente ao
inseticida spinosad em condicbes de laboratorio para compreender as bases
genéticas associadas a resisténcia e a relagdo de resisténcia cruzada com

spinetoram.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fatores que afetam a evolucdo da resisténcia de H. armigera a
inseticidas

A resisténcia € uma caracteristica genética hereditaria, intraespecifica, que
possibilita o individuo e seus descendentes sobreviverem a doses de um inseticida
que seriam letais para a maioria dos individuos na populacdo (CROFT; VAN DE
BAAN,1988; FFRENCH-CONSTANT; ROUSH, 1990). A resisténcia de insetos a
inseticidas € um problema permanente e em expansao no controle de pragas, em
razao da resposta a pressdo de selecdo no ambiente, favorecendo o aumento da
frequéncia dos individuos que apresentam esta caracteristica genética (SPARKS;
NAUEN, 2015; NAUEN et al., 2019; FFRENCH-CONSTANT; ROUSH, 1990). Para
prevenir ou retardar o risco de evolucédo da resisténcia em condicdes de campo por
meio da elaboracdo de estratégias de manejo, € essencial o conhecimento dos
fatores que afetam a evolucdo da resisténcia, ou seja, os fatores genéticos e
bioecoldgicos ligados a praga alvo e os fatores operacionais relativos ao produto
quimico e a sua utilizacdo (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977; ROUSH; MCKENZIE,
1987).

2.1.1. Fatores bioecoldgicos

Os fatores bioecologicos estéo relacionados a biologia e a ecologia da praga
alvo. No caso de Helicoverpa armigera (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae), trata-
se de uma praga polifaga, sendo relatada em mais de 180 espécies de plantas
cultivadas e silvestres (FITT, 1989; TAY et al., 2013), com destaque para elevadas
infestacBes em culturas de importancia econémica tais como soja, tomate e algodéo.
Possui ampla distribuicdo geografica, presente na Europa, Asia, Africa e Oceania
(FITT, 1989; ANDERSON et al., 2018) e desde 2013 foi identificada em paises do
continente Americano, como Brasil (CZEPAK et al.,, 2013; SPECHT et al., 2013),
Argentina (MURUA et al., 2014), Porto Rico (NAPPO, 2014) e uma mariposa foi
encontrada em armadilha de feroménio na Florida, causando alerta nos Estados
Unidos (NAPPO, 2015). Os adultos de H. armigera podem se dispersar com grande

facilidade, pois apresentam movimento de longo alcance, podendo chegar de 1.000 a



14

2.000 km de distancia auxiliado pelo vento (PEDGLEY, 1985; FARROW,; DALY, 1987),
permitindo a espécie se desenvolver em diferentes habitats, na busca por alimentacgéo,
acasalamento e oviposicdo, bem como ocasionar a disseminacdo de genes
adaptativos, como aqueles para resisténcia a inseticidas (FARROW,; DALY, 1987).

O sucesso de H. armigera como praga deve-se em parte ao seu ciclo de vida
relativamente curto de 28-30 dias (COAKER, 1959; FITT, 1989), a rapida evolucao da
resisténcia a inseticidas e plantas Bt (BIRD; DOWNES, 2014; AHMAD et al., 2019) e a
alta capacidade reprodutiva. A fecundidade dessa espécie € influenciada pela
temperatura, umidade e nutricdo no periodo larval, podendo ao longo de sua vida, a
fémea colocar de 1000 a 1500 ovos em um periodo de 12 a 15 dias, sempre de forma
isolada, sobre talos, flores, frutos e folhas (EPPO, 1981; KARIM, 2000; RUAN; WU,
2001). Durante o periodo vegetativo da soja, as mariposas de H. armigera preferem
ovipositar quase exclusivamente no terco superior do dossel das plantas, mas durante
a fase reprodutiva da cultura, a oviposicdo ocorre proxima as flores e vagens
(DUFFIELD; CHAPPLE, 2001), podendo influenciar na eficacia do inseticida.

O periodo larval é constituido por cinco a seis instares e pode durar de duas a
trés semanas, dependendo das condicdes climaticas (ALI et al., 2009) e da qualidade
da planta hospedeira, que pode refletir em um melhor desenvolvimento (SUZANA et
al., 2015) e desempenho reprodutivo (RUAN; WU, 2001) como observado em soja e
algoddo. A fase de pupa ocorre no solo e geralmente em condicbes de baixa
temperatura e clima seco, podem levar a espécie a entrar em diapausa por até 80 dias
(FITT, 1989; KARIM, 2000). Todavia, devido a sua alta capacidade de sobrevivéncia,
mesmo em condi¢cdes ambientais adversas, pode completar varias geracdes ao longo
do ano e finalizar o seu ciclo de ovo a adulto no periodo de quatro a seis semanas
(FITT, 1989).

2.1.2. Fatores genéticos

Os fatores genéticos que afetam a evolucéo da resisténcia estao relacionados
a frequéncia inicial dos alelos de resisténcia, ao padrao de heranca da resisténcia,
ao valor adaptativo dos individuos resistentes e ao fluxo génico (GEORGHIOU;
TAYLOR, 1977). No inicio da evolucdo da resisténcia, devido ao custo adaptativo
associado a resisténcia, estima-se que a frequéncia de alelos de resisténcia em uma
populacdo seja inicialmente baixa, na ordem de 10'® a 102 (ROUSH; MCKENZIE,
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1987), sendo recomendado o uso de concentracdes diagndsticas ou discriminatorias
para a deteccdo da resisténcia em programas de monitoramento, pois os individuos
serdo testados em uma dose informativa e nenhum individuo sera desperdicado em
doses menores, onde a porcentagem de mortalidade ndo é relevante (ROUSH;
MILLER, 1986; FFRENCH-CONSTANT; ROUSH, 1990).

O programa de monitoramento da suscetibilidade permite avaliar o risco de
evolucdo da resisténcia ao longo do tempo, permitindo avaliar as alteracdes na
suscetibilidade da praga ao inseticida antes que a frequéncia critica de resisténcia seja
atingida, assim como avaliar a eficacia de uma tatica de manejo implementada e
auxiliar no desenvolvimento de tomadas de decisdes, visando retardar a evolucédo da
resisténcia (ROUSH; MILLER, 1986; FFRENCH-CONSTANT; ROUSH, 1990;
ANDOW, 2008).

Dentre os métodos utilizados no monitoramento da resisténcia de insetos a
inseticidas destacam-se o0os métodos fenotipicos e o0s genotipicos. Os métodos
fenotipicos podem detectar o genétipo, enquanto que os métodos genotipicos sao
capazes de detectar e quantificar o alelo da resisténcia (ANDOW, 2008). Os métodos
fenotipicos séo eficientes para o monitoramento da resisténcia de alelos aditivos ou
dominantes em alta frequéncia na populacdo, ja os métodos genotipicos, como Fi1
Screen ou F2 Screen sdo capazes de estimar a frequéncia do alelo da resisténcia,
mesmo quando ele se encontra em baixa frequéncia na populacdo, tendo assim o
alcance da deteccao de alelos recessivos em populagbes de campo (GOULD et al.,
1997; ANDOW; ALSTAD, 1998; ANDOW, 2008). O método de F1 Screen consiste no
uso de uma linhagem resistente ja estabelecida, em contrapartida o método F2 Screen
apesar de ser mais laborioso, dispensa a utilizacdo de uma linhagem resistente
(ANDOW, 2008).

O padrdo de heranca da resisténcia refere-se ao modo de heranca da
resisténcia, se é autossbmica ou ndo; ao grau da dominancia, se € dominante ou
recessiva, possibilitando compreender o fendtipo do heterozigoto em relacdo aos
parentais homozigotos, podendo ser dominante se os heterozigotos se assemelharem
fenotipicamente ao parental resistente ou recessivo se eles se assemelharem
fenotipicamente ao parental suscetivel. Diante disso, é extremamente importante
conhecer a dominancia da resisténcia para a elaboracdo e/ou refinamento das
estratégias de manejo da resisténcia, pois no inicio do processo de evolucdo da

resisténcia os heterozigotos sédo os principais carregadores dos alelos responsaveis
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por conferir a resisténcia, uma vez que depois dos homozigotos suscetiveis sdo 0s
individuos que ocorrem em maior numero na populacdo (GEORGHIOU; TAYLOR,
1977; ROUSH; MCKENZIE, 1987; ROUSH; DALY, 1990).

Além disso, o padrédo de heranca também fornece informagdes em relagéo ao
nimero de genes associados a resisténcia, podendo ser monogénica quando
conferida por um Unico gene, ou poligénica quando mais de um gene é responsavel
pelo fendtipo resistente (ROUSH; DALY, 1990; GEORGHIOU; TAYLOR, 1977). De
modo geral, espera-se que a resisténcia poligénica desenvolva mais lentamente do
gue a resisténcia monogénica, devido a possibilidade de diluicdo dos genes durante
0S cruzamentos e 0s mecanismos envolvidos serem mais variados (ROUSH;
MCKENZIE, 1987).

2.1.3. Fatores operacionais

Os fatores operacionais referem-se a todos os fatores que podem ser
manipulados pelo homem, sendo dividido em dois grupos. O primeiro grupo consiste
nas caracteristicas do inseticida (grupo quimico, persisténcia, seletividade e
formulacdo) e o segundo grupo refere-se as caracteristicas da aplicacdo (nivel de
controle, estagio de desenvolvimento da praga, dose, método de aplicacéo, grau de
cobertura e dimenséao da area tratada) (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977).

Devido ao complexo sistema agricola com cultivos sucessivos, a pressao de
selecao com inseticidas tem sido alta para o controle de H. armigera no Brasil. Além
disso, a frequéncia de resisténcia a alguns inseticidas como piretroides tem sido alta
em populagdes de H. armigera que colonizaram o Brasil (DURIGAN et al., 2017). As
multiplas introdugbes de H. armigera no Brasil que foram originarias do Paquistao,
india, China e alguns paises europeus (TAY et al., 2013; LEITE et al., 2014;
ANDERSON et al., 2018), com histérico de diversos casos de resisténcia a inseticidas
(ARMES et al.,, 1992; TONG et al.,, 2013; QAYYUM et al., 2015; AHMAD et al.,
2019), resultaram na busca pela utilizacdo de novos inseticidas para o manejo da
praga no pais. Uma das opc¢bes tem sido o uso de inseticidas do grupo das
espinosinas, devido ao mecanismo de acdo distinto dos inseticidas tradicionais e a
efichcia no controle de H. armigera (TARIQ; MALIK; IQBAL, 2005; GHOSH;
CHATTERJEE; ROY, 2010).
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2.2. Espinosinas

As espinosinas pertencem a uma classe de inseticida derivado inicialmente de
compostos naturais, isolados de metabolitos secundarios obtidos da fermentagéo de
uma bactéria de solo Saccharopolyspora spinosa (Mertz and Yao) em meio de cultura
(Actinomycetales: Pseudonocardiaceae) (SALGADO; SPARKS, 2005; SPARKS et al.,
2012). Estruturalmente, esses compostos séo lactonas macrociclicas, formados por um
anel tetraciclico ligado a duas moléculas de agucares diferentes, sendo a forosamine e
a rhammose (THOMPSON; DUTTON; SPARKS, 2000). Dentre as diferentes
espinosinas isoladas e caracterizadas, além dos analogos sintéticos e semissintéticos
produzidos em laboratério (SALGADO; SPARKS, 2005) apenas dois inseticidas a base
de espinosinas foram comercializados até o presente momento. O primeiro inseticida, o
spinosad, foi lancado em 1997 e possui como ingrediente ativo uma mistura de
ocorréncia natural entre as espinosinas A (85%) e D (15%). Por outro lado, o inseticida
spinetoram, € composto por uma mistura de duas espinosinas semi-sintéticas, 3"-O-
ethyl-5,6-dihydro-spynosin J (principal componente) e 3"-O-ethyl spynosin L, sendo
registrado em 2007, apresentando um maior potencial de acéo inseticida do que
spinosad (HUANG et al., 2009; SPARKS et al., 2012). Estes compostos sdo utilizados
na agricultura contra diversas espécies de insetos-praga, principalmente das Ordens
Lepidoptera, Thysanoptera, Diptera e Coleoptera (SUBRAMANYAM et al., 2007; EL-
AW et al., 2008; ALLAL-BENFEKIH et al., 2013).

Os inseticidas spinosad e spinetoram apresentam grande importancia no
manejo integrado de pragas (MIP) e no manejo da resisténcia de insetos (MRI), por
possuirem caracteristicas ambientais e toxicolégicas favoraveis, apresentarem baixa
toxicidade a insetos benéficos e modo de acédo uUnico (THOMPSON; DUTTON;
SPARKS, 2000; KIRST, 2010). Essas moléculas atuam em segmentos especificos de
receptores de acetilcolina, agindo como moduladores alostéricos de receptores
nicotinicos da acetilcolina (NnAChR) (PUINEAN et al., 2013). As espinosinas ativam o0s
NAChR induzindo o impulso nervoso continuamente e por se ligarem em um sitio
alostérico ao da acetilcolina, diferem do mecanismo de acdo dos neonicotinoides
(SPARKS et al.,, 2012). Como resultado, os insetos tratados com esses inseticidas,
apresentam como sintomas iniciais contragcdes musculares involuntarias e tremores
pela excitacdo de neurbnios motores por efeito direto das espinosinas no sistema

nervoso central. Contudo, apos longos periodos de excitacédo induzidos pelo ativo, os
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insetos ficam paralisados, aparentemente devido a fadiga muscular e
consequentemente ocorre a morte do individuo (SALGADO, 1998; SALGADO et al.,
1998).

Para as espinosinas atualmente existem relatos de resisténcia a spinosad
para 27 espécies e de apenas 4 espécies para spinetoram (ARTHROPOD
PESTICIDE RESISTANCE DATABASE, 2019), sendo alguns representados por:
Leptinotarsa decemlineata (MOTA-SANCHEZ et al., 2006), Chloridea virescens (ROE
et al., 2010), Musca domestica (MARKUSSEN; KRISTENSEN, 2012), Spodoptera
exigua (ISHTIAQ; SALEEM; WRIGHT, 2012), Spodoptera litura (REHAN; FREED,
2014), Tuta absoluta (CAMPOS et al., 2014), Frankliniella occidentalis (WANG et al.,
2016) e recentemente, estudos realizados no Brasil constataram a resisténcia de
linhagens de Spodoptera frugiperda, selecionadas em laboratério, com razdo de
resisténcia de aproximadamente 890 vezes para spinosad e de 1844 vezes para
spinetoram (OKUMA et al., 2018; LIRA, 2018).

Em relagéo aos casos de resisténcia a espinosinas, 0 mecanismo mais comum
de resisténcia esta associado a mutacao no sitio de acao, seguido da detoxificacdo
metabdlica (SPARKS et al.,, 2012). De maneira geral, estudos mostram que a
resisténcia a spinosad pode estar associada a subunidade a6 do receptor nicotinico de
acetilcolina, (WANG; TSAI; CHEN, 2018; URENA et al., 2019), conforme verificado em
estudos com Drosophila melanogaster (PERRY; MCKENZIE; BATTERHAM, 2007;
WATSON et al., 2010), P. xylostella (BAXTER et al., 2010) e T. absoluta (SILVA et al.,
2016) cujas linhagens resistentes ndo foram afetadas pelos sinergistas. No entanto,
Scott (2008) e Okuma (2015) em estudos com M. domestica e S. frugiperda resistentes
a spinosad, sugerem que outras regides do sitio de acdo podem estar envolvidas e
que a subunidade a6 do nAChR n&o seria o unico alvo relacionado a resisténcia.
Outros estudos apontam para a presenca de mecanismo de detoxificacdo metabdlica
(MARKUSSEN; KRISTENSEN, 2012; SPARKS et al., 2012; AHMAD et al., 2019) como
verificado em Spodoptera litura resistente a spinosad (RR = 3.921vezes), aplds ser
tratada com o sinergista butoxido de piperonila (PBO), aumentou a toxicidade de
spinosad para 2,33 vezes (REHAN; FREED, 2014) e similarmente um estudo com H.
armigera mostrou que a resisténcia a spinosad pode estar associada com o0 aumento
das enzimas monooxigenases do grupo das P450 (WANG et al., 2009). Contudo,
ambos mecanismos podem ocorrer concomitantemente, conforme demonstrado por

Bao et al. (2014) em Thrips palmi, onde a resisténcia a spinosad € conferida pela
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subunidade a6 do nAChR e pela detoxificagdo mediada por enzimas monooxigenases
do grupo das P450.

Pelo fato de spinosad e spinetoram pertencerem ao mesmo grupo quimico e
apresentarem o mesmo mecanismo de ag&o, muitos estudos relatam que os insetos
resistentes a spinosad possuem resisténcia cruzada ao spinetoram e a outras
espinosinas, como foi observado em T. absoluta (CAMPOS et al.,, 2014) e D.
melanogaster (WATSON et al., 2010). Entretanto, apesar de haver poucos relatos da
existéncia de resisténcia cruzada entre espinosinas a outros grupos de inseticidas
(SPARKS et al.,, 2012), recentemente um estudo com P. xylostella resistente a
spinosad verificou resisténcia cruzada a chlorfenapyr além de spinetoram,
possivelmente relacionado ao mesmo mecanismo de detoxificacdo metabdlica (LIMA
NETO et al., 2016).

2.3. Casos de resisténcia de H. armigera a inseticidas

De acordo com o banco de dados da Michigan State University, para H.
armigera existem registros de 856 casos de resisténcia distribuidos em 421 locais e
associados a 48 ingredientes ativos diferentes (ARTHROPOD PESTICIDE
RESISTANCE DATABASE, 2019). Inumeros casos de resisténcia de H. armigera a
inseticidas tém sido reportados principalmente nos seguintes paises: Australia,
China, india, Paquistdo e Espanha (FORRESTER, 1993; GUNNING; BALFE, 2002;
AHMAD et al., 2003; WU; GUO, 2005; BIRD, 2015; QAYYUM et al., 2015).

Na Australia, H. armigera possui um longo histérico de resisténcia a DDT
(WILSON, 1974; GOODYER et al., 1975; GOODYER; GREENUP, 1980), piretroides
(GUNNING et al., 1984), carbamatos (GUNNING et al., 1992), organofosforados
(GOODYER; GREENUP, 1980) e ciclodienos (GUNNING; EASTON, 1994). Além
dos grupos inseticidas citados anteriormente, recentemente tem sido relatado
resisténcia de H. armigera a novas moléculas inseticidas, como fipronil, indoxacarb e
flubendiamide, dificultando ainda mais o controle quimico dessa espécie (AHMAD et
al., 2003; WU, 2007; ABBADE NETO et al., 2018). A resisténcia a spinosad ja foi
reportada no Paquistdo (AHMAD; ARIF; AHMAD, 2003; ALVI et al., 2012; QAYYUM et
al., 2015), india (KRANTHI; ALI; BANERJEE, 2000), Australia (GUNNING; BALFE,
2002) e na China (WANG et al., 2009), com razdes de resisténcia que variam de 5 a 25

Vezes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coletas de Helicoverpa armigera

As populagdes de H. armigera foram coletadas em culturas de algodéo e soja
(ndo-Bt) das safras agricolas de 2017 a 2019 cultivadas nas principais regides
produtoras dos estados da Bahia, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Sao
Paulo (Tabela 1, Figura 1). Para cada populacdo foram coletadas cerca de 800-1000
lagartas em campo e encaminhadas ao Laboratério de Resisténcia de Artropodes da
USP/Esalq para posterior triagem, criacao e realizacdo dos bioensaios toxicoldgicos
de suscetibilidade. Com o intuito de confirmar se as populacdes provenientes do
campo eram realmente H. armigera, foi conduzida a identificagdo molecular para
distinguir Helicoverpa armigera de Helicoverpa zea, por meio da técnica de PCR-
RFLP, descrita por Behere et al. (2007).
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Tabela 1. Populac8es coletadas para o monitoramento da suscetibilidade de Helicoverpa armigera
para os inseticidas spinosad e spinetoram.

Cadigo da . ) ] Data de
Safras . Municipio Latitude Longitude Cultura
populagéo coleta
Safra ; . n .
SUS Luis Eduardo Magalhdes-BA 12° 05’ 58” 45°47° 54  Feijdo jun/13
2013/2014
BA-76 Barreiras-BA 12°09° 107 44°59°24” Algoddo  abr/17
GO-09 Mineiros-GO 18°37 18> 52°52° 57 Algoddo  mai/l7
2¢ Safra MS-09 Chapadéo do Sul-MS 18° 44’ 54” 52°35”44” Algoddao  mai/l7
2016/2017 MT-28 Juscimeira-MT 16°21° 10” 55°02° 48” Algoddao  mai/l7
MT-29 Sapezal-MT 13°08” 43~ 58°36’24” Algoddo  mai/l7
SP-23 Pilar do Sul - SP 23°49° 31”7  47°45°38”  Soja abr/17
18 Sof BA-77 Luis Eduardo Magalhdes-BA 12°07° 01~ 45°49’ 56"  Soja jan/18
=>ajra
MT-30 Campo Verde - MT 17° 04’ 24~ 54° 14’45  Soja jan/18
2017/2018 . .
SP-24 Leme — SP 22°07 417 47°20° 28"  Soja jan/18
BA-78 Luis Eduardo Magalhdes-BA 11°46° 34 45°43* 44 Algoddo  jun/18
GO-11 Mineiros-GO 17°53” 14~ 53°02’ 35” Algoddao  jul/18
29 Safra ]
MS-11 Chapadéo do Sul-MS 18°48° 01~ 52°40’ 04” Algoddao  jul/18
2017/2018 o .
MT-32 Sapezal-MT 12° 09’ 45~ 58°10° 48” Algoddo  jun/18
MT-33 Primavera do Leste-MT 15°45° 58~ 54°20° 19” Algoddo  jun/18
BA-79 Roda Velha - BA 12°45° 00” 46° 02’ 25"  Soja dez/18
19 Safra ]
GO-12 Mineiros-GO 18° 14’ 227 53°04° 157 Soja dez/18
2018/2019 i )
MT-34 Sapezal-MT 13°27° 557 58°55° 137 Soja jan/19
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Figura 1. Distribuicdo das populacbes de Helicoverpa armigera coletadas nas safras dos
anos de 2017 a 2019.

3.2. Criacado e manutencao das populagdes de Helicoverpa armigera

No laboratdrio, as lagartas provenientes do campo foram inoculadas
individualmente em copos plasticos (50 mL) contendo dieta artificial adaptada de
Greene et al. (1976) e mantidas em sala de criagdo a temperatura de 25+1°C,
umidade relativa (UR) de 70+10% e fotofase de 14 horas até a fase de pupa. As
pupas obtidas foram retiradas da dieta com auxilio de uma pinga, higienizadas com
solucéo de sulfato de cobre a 6,5% e acondicionadas em gaiolas cilindricas de PVC
(30 cm altura x 25 cm de diametro), revestidas internamente com papel jornal e
fechadas na parte superior com tecido tipo tule, servindo como substrato de

oviposicéo para os adultos.
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Cada populacéo foi constituida de no minimo 40 casais por gaiola. Os adultos
foram alimentados com uma solugcédo aquosa de mel a 10% e as gaiolas mantidas
nas mesmas condi¢des laboratoriais citadas anteriormente. A cada dois dias as
posturas foram retiradas e os materiais utilizados (tubo, papel jornal, tule e solucao
de mel) trocados. As posturas contidas no papel jornal e no tule foram recortadas e
acondicionadas em copos plasticos transparentes (75 mL) com dieta artificial, sendo
mantidos em sala climatizada regulada a temperatura de 25°C e fotofase 14h. As
lagartas ao atingirem o terceiro instar foram utilizadas na realizagdo dos bioensaios

toxicoldgicos e o restante encaminhadas para a manutencao da criacao.

3.3. Monitoramento da suscetibilidade de H. armigera a espinosinas

O monitoramento da suscetibilidade de populacbes de H. armigera ao
inseticida spinosad (Tracer®, Dow AgroSciences) (480 g i.a./L) e ao inseticida
spinetoram (Exalt®, Dow AgroSciences) (120 g i.a./L) foram realizados durante as
safras agricolas de 2017 a 2019, totalizando 17 popula¢c6es monitoradas (Tabela 1),
conforme descrito no item 3.1. Para cada inseticida utilizou-se a dose diagnéstica
(DLgo) estimada através da analise conjunta dos dados de mortalidade obtidos a
partir das linhas-basicas de suscetibilidade realizadas anteriormente por Pereira
(2017), sendo para o inseticida spinosad a DLoo de 3,03 (2,73 - 3,41) ug i.a./cm? e
para o spinetoram a DL de 0,97 (0,87 - 1,09) g i.a./cm?.

O método de bioensaio utilizado foi de ingestdo, com tratamento superficial da
dieta artificial com o inseticida. A unidade experimental foi constituida de placas de
acrilico de 24 células (Costar®, Cambridge, Massachusetts, EUA) contendo 1,25 mL
de dieta artificial por célula. Apos a geleificacdo da dieta foram aplicados 30 pL da
solucédo inseticida na dose testada (DLgg), utilizando uma pipeta eletrbnica de
repeticdo. Os inseticidas foram diluidos em &gua destilada com a adicdo de
surfactante Triton® na concentracdo de 0,1%. O tratamento controle foi realizado
apenas com agua destilada e o surfactante Triton® na concentragdo de 0,1%. Para
secagem da solucdo inseticida as placas foram mantidas em camara de fluxo
laminar. Posteriormente, lagartas de terceiro instar foram inoculadas individualmente
em cada célula com o auxilio de uma pinca. Para o fechamento das placas foram

utilizadas transparéncias plasticas perfuradas e as proprias tampas das placas, de
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forma a evitar a condensacdo da mesma. Em seguida, foram mantidas dentro de
camaras climatizadas com temperatura de 25+ 2°C e fotofase de 14h.

Cada populagdo monitorada foi constituida de dez repeticdes com no minimo
240 lagartas testadas por produto e apos 48h realizou-se as avaliagbes para ambos
0s inseticidas, utilizando como critério de mortalidade os individuos mortos e sem
movimento aparente ao serem tocados nos ultimos segmentos abdominais com uma
pinga. Os dados de sobrevivéncia do monitoramento foram submetidos ao modelo
linear generalizado com a funcdo GLM do pacote stats no programa R Studio
(RStudio Team, 2015). Devido a inflacdo de zeros na avaliacdo dos dados, foi
testado no modelo duas distribuicbes (Binomial e Quasi-Binomial), sendo que elas
foram avaliadas com a funcdo hnp do pacote hnp (MORAL; HINDE; DEMETRIO,
2017), para verificar o melhor envelopamento do ajuste do modelo. Apds a
identificacdo da melhor distribuicdo para o ajuste do modelo, foi utilizada a fungéo
glht do pacote multcomp (HOTHORN; BRETZ; WESTFALL, 2008), utilizando o teste
de Tukey (p < 0,05) para a comparacao das sobrevivéncias das diferentes regioes
monitoradas. Todas as popula¢fes testadas foram comparadas com a suscetivel de
referéncia BA33 (Sus), com o proposito de avaliar a suscetibilidade aos inseticidas
spinosad e spinetoram desde a deteccdo de H. armigera no Brasil. Esta populacéo
foi coletada no estado da Bahia (Tabela 1) na época do relato oficial de H. armigera
no Brasil em 2013, sendo considerada nosso padréo de suscetibilidade a inseticidas,
com mais de 45 geracdes em laboratério na auséncia de pressao de selecéo.

3.4. Linhagem de H. armigera suscetivel a spinosad

A linhagem suscetivel de referéncia (Sus) foi a primeira populacdo obtida
quando H. armigera foi oficialmente detectada no Brasil, em 2013. Essa populacao
foi coletada na cultura do feijdo, no municipio de Luis Eduardo Magalhaes, no
estado da Bahia (Tabela 1) e desde entdo, vem sendo mantida no Laboratério de
Resisténcia de Artropodes (USP/ ESALQ) na auséncia de pressdo de selecdo a
inseticidas por mais de 45 geracdes.

A manutenc¢do da linhagem Sus de H. armigera em laboratorio foi realizada
com a utilizacdo de dieta artificial adaptada de Greene et al. (1976) na fase larval. Ao
atingirem a fase de pupa, foram retiradas da dieta com auxilio de uma pinga,

higienizadas com solucéo de sulfato de cobre a 6,5% e acondicionadas em gaiolas
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cilindricas de PVC (30 cm altura x 25 cm de diametro), revestidas internamente com
papel jornal e fechadas na parte superior com tecido tipo tule, servindo como
substrato de oviposicdo para os adultos, os quais foram alimentados com uma
solucdo aquosa de mel a 10%. As gaiolas foram mantidas em condi¢cdes
laboratoriais (25+1°C, UR 70+10% e fotofase de 14h), a cada dois dias as posturas
foram retiradas e os materiais utilizados (papel jornal, tule e solucdo de mel)
trocados. As posturas contidas no papel jornal e no tule foram recortadas e
acondicionadas em copos plasticos transparentes (75 mL) com dieta artificial, sendo
mantidos em sala climatizada regulada a temperatura de 25°C e fotofase de 14h. Ao
atingirem o terceiro instar, as lagartas da linhagem Sus foram individualizadas em
copos plasticos de 50 mL com dieta artificial até a fase de pupa, iniciando o

processo novamente.

3.5. Selecdo e caracterizacdo da linhagem de H. armigera resistente a

spinosad

Para a selecdo da linhagem resistente de H. armigera a spinosad, visou-se
algumas populacdes de campo que apresentaram sobrevivéncias no monitoramento
durante a segunda safra de 2017 a este inseticida. Inicialmente, por meio do método
de selecdo massal, foi conduzida a selecdo para cada populacdo, com uma dose de
0,88 ug i.a./cm? do inseticida spinosad, pois estudos preliminares de curva dose-
resposta conduzidos em laboratério com a linhagem Sus resultou em 100% de
mortalidade para esta dose. Sendo assim, apesar de ser menor que a dose
diagnoéstica (DLe9) de 3,03 ug i.a./cm?, a dose inicialmente testada, foi utilizada a
principio aléem de selecionar também para aumentar o numero de individuos
sobreviventes, possibilitando a manutencdo da populacdo em laboratério. No
entanto, em resposta a pressao de selecdo em condicdes de laboratorio, apenas a
populacdo de campo (MT28), coletada na segunda safra de 2017 na cultura do
algodao, no municipio de Juscimeira - Mato Grosso (Tabela 1) apresentou maior
DLso apos trés geracdes sob presséo de selecéo, desse modo, esta foi utilizada para
fins de sele¢cdo ao inseticida spinosad. Logo apos, realizou-se nas geracdes
seguintes sucessivamente o aumento das doses distribuidas logaritmicamente e a

partir da sétima geracdo sob presséo de selecao, esta linhagem foi mantida na dose
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diagnostica (DLog), até que todas as lagartas tratadas sobrevivessem, denominando
essa linhagem resistente como Spin-R.

A manutencao da linhagem resistente de H. armigera a spinosad (Spin-R) foi
realizada utilizando os mesmos procedimentos descritos no item 3.4., diferindo
qguando atingiam o terceiro instar, sendo submetidas aos bioensaios de ingestao
com o inseticida spinosad, utilizando-se a dose definida da selecdo. Apos 48 horas,
as lagartas sobreviventes foram resgatadas e inoculadas individualmente em copos
plasticos de 50 mL com dieta artificial sem inseticida, sendo mantidas até a fase de
pupa, e como mencionado anteriormente, as pupas foram retiradas e desifenctadas,
e 0s adultos acondionados em gaiolas para o acasalemento e oviposicao.

Para verificar a evolugcdo da resisténcia em resposta a presséao de selecao
de H. armigera a spinosad em condi¢fes de laboratério, realizou-se a caracterizacdo
da resisténcia apds trés e doze geracdes sob pressdo de selecdo. Apos trés
geracOes utilizou-se para a linhagem Sus e Spin-R de 6 a 8 doses distribuidas
logaritmicamente de spinosad, variando de 0,028 a 1,570 ug i.a./cm?. Apds doze
geracdes sobre pressao de selecao, para a linhagem Sus foram utilizadas de 6 a 8
doses distribuidas logaritmicamente de spinosad, variando de 0,028 a 0,884 ug
i.a./cm? e para a linhagem Spin-R utilizou-se de 6 a 8 doses variando de 0,884 a
28,421 ug i.a./cm?. Em ambas as geracoes, as diferentes doses foram realizadas a
partir da diluicdo do inseticida spinosad (Tracer®, Dow AgroSciences) (480 g a.i./L)
em agua destilada, com adicdo de surfactante Triton® na concentracdo de 0,1%,
para facilitar a cobertura uniforme do ingrediente ativo sobre a superficie da dieta. O
tratamento controle foi realizado apenas com agua destilada e o surfactante Triton®
na concentracao de 0,1%. Os bioensaios foram realizados em placas de acrilico de
24 células (Costar®, Cambridge, Massachusetts, EUA) contendo 1,25 mL de dieta
artificial por célula. Apds a geleificacdo da dieta, em cada célula foram aplicados 30
ML da solugéao inseticida sobre a superficie da dieta, referente a dose do inseticida a
ser testada. Posteriormente a secagem das placas, lagartas de terceiro instar foram
inoculadas individualmente em cada célula com o auxilio de uma pincga, totalizando
no minimo 48 lagartas testadas em cada dose. Para o fechamento das placas foram
utilizadas transparéncias plasticas perfuradas e as proprias tampas das placas, de
forma a evitar a condensacdo da mesma. Em seguida, foram acondicionadas em
camara climatizada com temperatura de 25+ 2°C e fotofase de 14h. A mortalidade

foi avaliada apdés 48 h, utilizando como critério os individuos mortos e sem
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movimento aparente ao serem tocados nos ultimos segmentos abdominais com uma
pinca. Os dados de mortalidade foram submetidos a andlise de Probit no programa
Polo-Plus (LeOra-Software, 2002) para a estimativa das doses letais (DLso € DLoo),
intervalo de confianca (IC% 95) e o coeficiente angular para ambas as linhagens. A
razao de resisténcia foi estimada por meio da divisdo da DLso da linhagem resistente

(Spin-R) pela DLso da linhagem suscetivel (Sus).

3.6. Padrao de heranca da resisténcia de H. armigera a spinosad

Para a determinacdo do padrdo de heranca da resisténcia de H. armigera a
spinosad, foram realizados os cruzamentos reciprocos entre as linhagens Sus e
Spin-R para a obtencédo dos heterozigotos, sendo H1 (& Spin-R x @ Sus) e H2 (9
Spin-R x & Sus). Para isso, as pupas das linhagens Sus e Spin-R foram separadas
por sexo, higienizadas com solucdo a 0,5% de sulfato de cobre e individualizadas
em copos plasticos (50 mL) sobre bandejas (30 x 40 cm), contendo papel filtro
umedecido com agua destilada até a emergéncia dos adultos. Ap6s a emergéncia,
guarenta casais de cada cruzamento foram transferidos para gaiolas de PVC (30 cm
altura x 25 cm de diametro) permitindo o acasalamento e oviposicdo. As progénies
dos cruzamentos reciprocos (geracado F1) foram submetidas a bioensaios de curvas
dose-resposta a spinosad para a estimativa da DLso, seguindo a mesma metodologia
descrita no item 3.5. A possibilidade de a resisténcia ser autossémica ou nao, foi

verificada mediante a analise dos resultados obtidos nos cruzamentos reciprocos.

3.6.1. Dominancia da resisténcia

O grau de dominancia foi estimado com base nos bioensaios dose-resposta
da geracdo Fi1 e linhagens parentais (Spin-R e Sus), de acordo com o meétodo
descrito por Stone (1968).

_ (X — Xp = Xo)
(Xr — Xs)

Onde: os coeficientes Xr; Xr € Xs séo0 os logaritmos das DLso estimadas a
partir das linhagens heterozigotas F1 (4 Spin-R x @ Sus e @ Spin-R x & Sus),
linhagem resistente (Spin-R) e linhagem suscetivel (Sus), respectivamente. Nesta
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analise, os valores de D podem variar de -1 a 1, sendo: (D = -1) completamente
recessiva, (-1 < D < 0) incompletamente recessiva, (0 < D < 1) incompletamente
dominante e (D =1) completamente dominante.

Os dados também foram analisados pelo método proposto por Bourguet et al.
(2000):

D= Mps — Mss

MRR - MSS
Sendo: Mrr, Mss € Mgrs as mortalidades da linhagem resistente, suscetivel e
heterozigoto, respectivamente. Nesta andlise, os valores de D podem variar de 0 a
1, sendo que valores proximos a 0 considera-se como completamente recessiva e

para valores proximos a 1 como completamente dominante.

3.6.2. NUmero de genes associados com a resisténcia

Para a estimativa do nimero de genes associados com a resisténcia de H.
armigera a spinosad, foram realizados retrocruzamentos da progénie Fi
(heterozigotos) com o parental fenotipicamente mais distinto de F1, neste caso com
individuos da linhagem Sus, formando os seguintes retrocruzamentos (& Sus x @
H1; Q Sus x & H1; & Sus x Q@ H2; Q Sus x & H2) (TSUKAMOTO, 1983; ROUSH,;
DALY, 1990).

Para isso, pupas dos heterozigotos e da linhagem suscetivel foram separadas
por sexo e individualizadas. Apdés a emergéncia, quarenta casais de cada
retrocruzamento foram transferidos para gaiolas de PVC (30 cm altura x 25 cm de
diametro) permitindo o0 acasalamento e oviposicdo. As progénies dos
retrocruzamentos foram submetidas a bioensaios utilizando uma dose suficiente
para matar todos individuos da linhagem Sus (0,884 ug i.a./cm?), parental
fenotipicamente mais distinto, seguindo a mesma metodologia descrita no item 3.5.
ApoOs os dados obtidos, a possibilidade de a heranca ser monogénica foi avaliada a
partir do teste de qui-quadrado (SOKAL; ROHLF, 1995), dado pela seguinte
equacgao:

_ (Ni—pni)?
pqni

2
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A variavel Ni representa a mortalidade observada na dose i, p a mortalidade
esperada, calculada a partir do modelo mendeliano (GEORGHIOU, 1969), ni o
namero de individuos testados, g = 1- p e p = (at+b)/2. Sendo: a = porcentagem de
mortalidade da linhagem heterozigota e b = porcentagem de mortalidade da
linhagem parental (Sus) determinada na dose testada.

A hipotese de heranga monogénica foi rejeitada quando o x? calculado = x?
tabelado a 1 grau de liberdade, aceitando a hipotese de heranga poligénica.

Para estimar o numero de loci relacionados a resisténcia de H. armigera a
spinosad foi utilizado o método proposto por Lande (1981), seguindo a equacéo
abaixo, que estima o numero minimo de fatores genéticos (n,) que contribuem em
carater quantitativo para a diferenciacdo de duas populacbes por algum tipo de
selecéo.

_ (Xrr — Xs5)*
¢ 80

XRrR € Xss correspondem ao logio da DLso da Res e Sus, respectivamente. E
d correspondem as variages fenotipicas dos retrocruzamentos 1 e 2, da linhagem
heterozigota F1 e das linhagens Res e Sus, estimados de acordo com Lande (1981)
pelo inverso do coeficiente angular ao quadrado: 62 = 02, + 03, — [03, — 0,5 0%z +

2 2 2 2 2
0,5 055] — 051, Op2, ORR € T5s

3.7. Resisténcia cruzada com spinetoram

Para avaliar o potencial da linhagem de H. armigera resistente a spinosad
(Spin-R) apresentar resisténcia cruzada a spinetoram (Exalt®, Dow AgroSciences)
(120g i.a./L) foram conduzidos bioensaios de curvas dose-resposta para a
caracterizacdo da suscetibilidade das linhagens Sus e Spin-R a este inseticida,
utilizando o método de bioensaio descrito no item 3.5. Para o inseticida spinetoram,
na linhagem Sus foram testadas de 8 a 10 doses, variando de 0,005 a 0,284 ug
i.a./cm? e para a linhagem Spin-R foram testadas de 6 a 8 doses, variando de 0,015
a 2,842 ug i.a./lcm?. As razbes de resisténcia para cada inseticida foram calculadas

pela divisdo da DLso da linhagem Spin-R pela DLso da linhagem Sus.
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4. RESULTADOS

4.1. Monitoramento da suscetibilidade de H. armigera a espinosinas

O monitoramento da suscetibilidade realizado de 2017 a 2019 com o
inseticida spinosad demonstrou que as populacbes de campo de H. armigera
apresentaram alta suscetibilidade, com pequenas variacées ao longo das safras
agricolas. Foi utilizada a dose diagnéstica (3,03 pg i.a./cm?). Como referencial de
suscetibilidade, utilizou-se a populacdo BA33 (Sus), pois foi a primeira populacdo
coletada em 2013, ano da deteccao oficial de H. armigera no Brasil, apresentando
1,25 *+ 0,68% de sobrevivéncia para o inseticida (PEREIRA, 2017) e vem sendo
mantida em laboratério por mais de 45 geracdes, sem pressdo de selecdo. As
populacdes monitoradas a partir da segunda safra de 2017 apresentaram alta
suscetibilidade, com sobrevivéncias entre 0,0% para as populacdes do estado de
Goéias (GOQ09) e Sao Paulo (SP23); 1,55 + 0,23% para a populacdo do Mato
Grosso do Sul (MS09); 1,81 = 0,18% e 3,23 + 0,54% para a populacdo de Mato
Grosso (MT28 e MT29) a 3,88 £+ 0,45% para a populacdo da Bahia (BA76). Na
primeira e segunda safra de 2018 novamente a populacdo coletada no estado de
Goias (G0O11) foi a mais suscetivel, com 0,0% de sobrevivéncia e a populacédo da
Bahia (BA77) foi a menos suscetivel, com 1,3 £ 0,23% em relacdo as demais
populacbes monitoradas, que apresentaram média de sobrevivéncia de 1%,
sendo esta a mesma meédia observada nas popula¢cdes monitoradas na primeira
safra de 2019. De acordo com teste de Tukey (p>0,05) nenhuma populagéo
testada diferiu significativamente da populacdo suscetivel de referéncia (Sus)
(Figura 2).

Para o inseticida spinetoram, as populagdes de H. armigera monitoradas
apresentaram alta suscetibilidade ao longo das safras agricolas de 2017 a 2019.
Foi utilizada a dose diagnéstica (0,97 pg i.a./cm?), e a populagdo suscetivel de
referéncia (Sus) apresentou 0,83 + 0,58% de sobrevivéncia para o inseticida em
2013 (PEREIRA, 2017). A partir da segunda safra de 2017, apenas a populacao
monitorada no estado da Bahia (BA76) apresentou sobrevivéncia da praga (0,52 +
0,12%) e na primeira e segunda safra de 2018, a sobrevivéncia variou entre as
regioes testadas de 0,0% para BA78, GO11, MT32 e SP24 a 0,8 + 0,13% para
populacdes do estado do Mato Grosso (MT30 e MT33). Na primeira safra de 2019
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a maior sobrevivéncia (=2%) também foi verificada na regido do Mato Grosso
(MT34). Desta forma, nenhuma populacdo testada diferiu significativamente da

Sus, de acordo com teste de Tukey (p>0,05) (Figura 3).
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Figura 2. Sobrevivéncia larval de populacdes de Helicoverpa armigera coletadas em diferentes regides produtoras nas safras de 2017 a 2019,
monitoradas com bioensaios de ingestdo com o inseticida spinosad na concentracdo de 3,03 pug i.a./cm?. Médias (+ erro padrdo), n=240
lagartas; Sus = Referencial de Suscetibilidade.
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Figura 3. Sobrevivéncia larval de popula¢des de Helicoverpa armigera coletadas em diferentes regifes produtoras nas safras de 2017 a 2019,
monitoradas com bioensaios de ingestdo com o inseticida spinetoram na concentragéo de 0,97 g i.a./cm?2. Médias (+ erro padrédo); n=240; Sus
= Referencial de Suscetibilidade.
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4.2. Selecao e caracterizacdo da linhagem de H. armigera resistente a

spinosad

Em resposta a pressdo de selecdo em condi¢des de laboratério, a linhagem
resistente a spinosad (Spin-R) apresentou apoés trés geracdes (F3) sob pressédo de
selecédo a 0,88 g i.a./cm?, uma DLso de 0,43 (0,27 — 0,73) ug i.a./cm?, enquanto que
a DLso (IC 95%) para a linhagem Sus foi de 0,16 (0,13 - 0,18) ug i.a./cm? apés 34
geracOes na auséncia de pressao de selecédo (Tabela 2), resultando em uma razao
de resisténcia de aproximadamente 3 vezes e ndo havendo sobreposicdo dos
intervalos de confianca. No entanto, apds geracfes consecutivas com 0 aumento
das doses de forma a serem distribuidas logaritmicamente, e a partir da sétima
geracdo a pressdo de selecdo ter sido mantida na dose diagnéstica (DLoo),
observou-se que a linhagem Spin-R apresentou na geracdo F12 uma DLso de 3,24
(2,80 - 3,74) ug i.a./cm?, enquanto que apoés 45 geracGes sem pressdo de selecdo a
DLso (IC 95%) para a linhagem Sus foi de 0,12 (0,08 - 0,16) g i.a./cm?, resultando
em uma razao de resisténcia de 27 vezes. Desse modo, ao passo de sucessivas
geracdes sob pressao de selecdo, pode-se notar que a linhagem Spin-R mostrou-se
uma maior homogeneidade, devido ao aumento do valor do coeficiente angular e da

maior razdo de resisténcia obtida apds doze geracdes (Tabela 2).

4.3. Padrao de heranca daresisténcia de H. armigera a spinosad

A progénie F1 dos cruzamentos reciprocos tiveram similar suscetibilidade
para spinosad e ndo apresentaram diferencas significativas entre os valores de DLso
(IC 95%), variando de 1,25 (0,91 - 1,68) ug i.a./cm? para o H1(J Spin-R x @ Sus) e
de 0,79 (0,64 - 0,99) ug i.a./cm? para o H2 (2 Spin-R x & Sus), com sobreposicdo
dos intervalos de confianca. A razdo de resisténcia dos cruzamentos reciprocos
variou de 6 a 10 vezes comparado com a linhagem Sus (Tabela 3). A linhagem Spin-
R apresentou um valor de coeficiente angular de 2,98 (£0,28), indicando a
homogeneidade dos individuos e devido a sobreposi¢cao dos intervalos de confianca
da DLso dos cruzamentos reciprocos, pode-se afirmar que os genes relacionados a

resisténcia de H. armigera a spinosad estdo situados em regifes autossémicas do
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cariétipo e ndo em cromossomos determinantes do sexo e/ou heranca maternal
(Tabela 3 e Figura 4).
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Tabela 2. Dose-mortalidade das linhagens de Helicoverpa armigera suscetivel (Sus) e resistente (Spin-R), em diferentes geracdes sob
auséncia e pressao de selecdo ao inseticida spinosad, respectivamente, realizados em bioensaios de aplicacdo superficial da dieta artificial.

Linhagem Geracéo nt Coeficiente angular £+ EMP?  DLso (IC 95%)3 DLoo (IC 95%)* x> ® 9.1 RR’

Sus F34 647 2,74+ 0,19 0,16 (0,13 -0,18) 0,46 (0,37 - 0,61) 6,56 6 -
Spin-R FO3 566 1,60 £ 0,13 0,43 (0,27 -0,73) 2,67 (1,34-10,34) 1598 5 2,67
Sus F45 384 2,29+ 0,21 0,12 (0,08-0,16) 0,42 (0,28-0,89) 10,93 5 -
Spin-R F12 431 2,98 + 0,28 3,24 (2,80 - 3,74) 8,75 (7,18 -11,33) 1,02 5 27,0

INUumero de insetos testados; 2Erro padrdo da média; 3Dose letal que mata 50% das lagartas (ug i.a./cm?) e intervalo de confianga a 95%; 4 Dose letal que
mata 90% das lagartas (ug i.a./cm?) e intervalo de confianga a 95%; SValor do qui-quadrado calculado; ®Valor do grau de liberdade (g.l.); “Razédo da
Resisténcia = DLso da linhagem resistente/DLso da suscetivel.

Tabela 3. Dose-mortalidade das linhagens de Helicoverpa armigera suscetivel (Sus), resistente (Spin-R) e heterozigotos ao inseticida spinosad
em bioensaios de aplicacdo superficial da dieta artificial.

Linhagem nt Coeficiente angular + EPM? DLso (IC 95%)3 DLoo (IC 95%)* x*® g8 RRY
Sus 384 2,29+0,21 0,12 (0,08 - 0,16) 0,42 (0,28 - 0,89) 10,93 5 -

Spin-R 431 2,98 + 0,28 3,24 (2,80 - 3,74) 8,75(7,18-11,33) 102 5 27,0

Q Spin-Rx & Sus 336 2,63+0,30 0,79 (0,64 - 0,99) 2,44 (1,83 - 3,67) 2,95 4 6,58

4 Spin-Rx @ Sus 384 2,41 +£0,25 1,25 (0,92 - 1,68) 4,24 (2,87 - 8,54) 8,13 5 104

INUGmero de insetos testados; 2Erro padrdo da média; 2Dose letal que mata 50% das lagartas (ug i.a./cm?) e intervalo de confianca a 95%; “ Dose letal que
mata 90% das lagartas (ug i.a./cm?) e intervalo de confianca a 95%; 5Valor do qui-quadrado calculado; ®Valor do grau de liberdade (g.l.); "Razdo da
Resisténcia = DLso da linhagem resistente/DLso da suscetivel.
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Figura 4. Dose-mortalidade das linhagens de H. armigera suscetivel (Sus), resistente (Spin-
R) e heterozigotos (& Spin-R x @ Sus e ¢ Spin-R x & Sus), ao inseticida spinosad em
bioensaios de aplicacdo superficial da dieta artificial.

4.3.1. Dominancia da resisténcia

A resisténcia de H. armigera a spinosad assumiu caracter incompletamente
dominante, pois o grau de dominancia estimado pelo método proposto por Stone
(1968), variou entre 0,15 e 0,42 para os cruzamentos reciprocos de @ Spin-R x &
Sus e & Spin-R x Q@ Sus, respectivamente. Contundo, ao analisarmos os dados de
acordo com o método proposto por Bourguet et al. (2000) a dominancia funcional é
verificada em relacdo a dose testada de spinosad. Observou-se que o grau da
dominancia foi funcionalmente dominante (D=1) e incompletamente dominante na
maioria das doses testadas, mostrando que apenas na dose mais alta (5,053 ug
i.a./cm?) a resisténcia foi funcionalmente recessiva (D=0). A dose de campo de
spinosad, recomendada para o controle de H. armigera em cultivos de algodao no
Brasil € de 0,600 pg i.a./cm2 e encontra-se entre as doses intermediarias,
apresentando, dessa maneira, uma herancga incompletamente dominante, podendo
indicar que existe a sobrevivéncia de individuos heterozigotos e homozigotos
resistentes apos aplicacdo da dose recomendada no campo para a cultura do

algodéo (Tabela 4 e Figura 5).
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Figura 5. Dominancia da resisténcia de Helicoverpa armigera a spinosad em funcdo da
dose de spinosad testada (ug i.a./cm?), H1(Z Spin-R x @ Sus) e H2 (? Spin-R x & Sus).

4.3.2. Numero de genes associados com a resisténcia

Para a estimativa do nimero de genes associados com a resisténcia de H.
armigera a spinosad, utilizou-se a dose de 0,884 ug i.a/lcm? em lagartas de terceiro
instar provenientes do retrocruzamento, entre a linhagem heterozigota com o
parental que apresentou o fendétipo mais distinto (Sus). A mortalidade observada e
esperada comparadas pelo teste de Qui-quadrado (x?) foram significativas (p<0,001)
rejeitando  hipétese de a heranca da resisténcia possuir efeito monogénico,
permitindo assumir que a resisténcia de H. armigera a spinosad esti associada a
mais de um gene, sendo entdo, poligénica (Figura 6). A estimativa do numero
minimo de segregacgOes independentes foram de 1,52 a 1,64, sugerindo que a

resisténcia de H. armigera a spinosad esta associada a poucos loci.
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Figura 6. Mortalidade observada e esperada comparadas pelo teste de y? (p<0,001) entre
os retrocruzamentos (progénie 1: @ H2 x & Sus, progénie 2: & H2 x Q Sus) provenientes da
linhagem heterozigota H2 (9 Spin-R x & Sus) com o parental mais distinto (Sus) na dose de
0,884 ug. i.a./cm? de spinosad.

4.4. Resisténcia cruzada com spinetoram

Como esperado para inseticidas pertencentes ao mesmo grupo quimico, a
linhagem Spin-R apresentou resisténcia cruzada a spinetoram. O valor estimado de
DLso (IC 95%) para a linhagem Spin-R foi de 0,48 (0,40 - 0,57) ug i.a./cm?, enquanto
que a DLso (IC 95%) para a linhagem Sus foi de 0,04 (0,03 - 0,04) ug i.a./cm?,
resultando em uma razéo de resisténcia de 12 vezes (Tabela 5). Este resultado
sugere que hé resisténcia cruzada entre as espinosinas e que a linhagem de H.
armigera resistente ao spinosad apresenta maior suscetibilidade ao inseticida

spinetoram, possivelmente devido seu maior potencial inseticida.
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Tabela 4. Dominancia da resisténcia de Helicoverpa armigera a spinosad em fungdo da dose de spinosad testada (ug i.a./cm?).

Dose Sus Spin-R H1 (@'Spin-R x @ Sus) H2 (& Spin-R x @*Sus)
ug i.a./cm? Mortalidade (%) Mortalidade (%) Mortalidade (%) Dominancia (D) Mortalidade (%) Dominancia (D)
0,051 12,5 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0
0,158 62,5 0,0 2,1 1,0 6,3 0,9
0,505 89,6 0,0 12,5 0,9 25,0 0,7
0,884 100,0 4,2 47,9 0,5 62,5 0,4
1,579 100,0 18,8 54,2 0,6 77,1 0,3
5,053 100,0 66,7 97,9 0,1 100,0 0,0

Tabela 5. Dose-mortalidade das linhagens de Helicoverpa armigera suscetivel (Sus) e resistente a spinosad (Spin-R) ao inseticida spinetoram
em bioensaios de aplicacdo na superficie da dieta artificial.

Coeficiente angular DLso DLgo

Inseticidas Linhagem  Geragdo n!? x> ®  g.l° RR’
+ EPM? (IC 95%)3 (IC 95%)*
Soinosad Sus F45 432 2,32 £ 0,20 0,12 (0,08 - 0,17) 0,42 (0,27-0,88) 11,28 5 -
inosa

P Spin-R F12 431 2,98 + 0,28 3,24 (2,80-3,74)  875(7,18-11,33) 1,02 5 27,0

, Sus F45 648 2,83+0,19 0,04 (0,03 - 0,04) 0,11 (0,09 - 0,13) 565 6 -

Spinetoram .

Spin-R F12 432 2,35+0,24 0,48 (0,40 - 0,57) 1,67 (1,27 - 2,44) 1,81 5 12,0

INUGmero de insetos testados; 2Erro padrao da média; 3Dose letal que mata 50% das lagartas (ug i.a./cm?) e intervalo de confianca a 95%; “Dose letal que
mata 90% das lagartas (ug i.a./cm?) e intervalo de confianca a 95%; 5 Valor do qui-quadrado calculado; & Valor do grau de liberdade (g.l.); "Razéo da
Resisténcia = DLso da linhagem resistente/DLso da suscetivel.
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5. DISCUSSAO

O monitoramento fenotipico com o uso da dose diagndstica (DLg9), permitiu
verificar alta suscetibilidade de H. armigera a spinosad (DLes = 3,03 pg i.a./cm?) e
spinetoram (DLoo = 0,97 ug i.a./cm?) em populacdes de campo coletadas durante as
safras agricolas de 2017 a 2019 nas principais regides produtoras de soja e algodao
do Brasil nos estados da Bahia, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e S&o
Paulo.

Os dados do presente estudo complementam-se aos dados de
monitoramento da suscetibilidade de H. armigera a espinosinas no Brasil,
apresentados anteriormente por Pereira (2017), o qual iniciou 0 monitoramento apos
a invasao de H. armigera no pais, e ja era possivel verificar alta suscetibilidade para
spinetoram, enquanto que para spinosad demonstrou uma tendéncia na reducao da
suscetibilidade durante as safras de 2014 até a primeira safra de 2017, encontrando
frequéncias de sobrevivéncias de aproximadamente 20%, para o0 inseticida
spinosad.

No entanto, nas safras de 2017 a 2019 notou-se pequenas variacbes na
suscetibilidade entre populacdes de regides distintas ao longo do tempo, sendo
observado para spinosad as maiores sobrevivéncias na segunda safra de 2017, nas
populacdes da Bahia e Mato Grosso, variando de 3,88 = 0,45% a 3,23 = 0,54% de
sobrevivéncia, respectivamente. Nesta mesma safra, para o inseticida spinetoram a
suscetibilidade foi mais alta e apenas a populacdo da Bahia apresentou
sobrevivéncia da praga (0,52 + 0,12%). Contudo, nas safras seguintes, apos o
posicionamento de mercado do inseticida spinosad ser destinado para culturas
perenes, como para a cultura do café, verificou-se uma tendéncia de aumento da
suscetibilidade para spinosad, igualando a apresentada por spinetoram, uma vez
gue spinetoram permaneceu no mercado de culturas anuais, e por pertencerem ao
mesmo grupo quimico, existe grandes chances de apresentarem resisténcia
cruzada. Da mesma forma, essa diferenca na resposta da suscetibilidade entre as
espinosinas também foi reportada em populacdes de P. xyllostella durante o
monitoramento no Brasil, apresentando maior suscetibilidade ao spinetoram do que
ao spinosad (LIMA NETO et al., 2016), isso possivelmente pode estar relacionado
ao fato deste produto ser composto por moléculas com maior acdo inseticida do que
spinosad (SPARKS et al.,, 2012). Diante disso, todas as populacdes de campo
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testadas para ambos os inseticidas ao longo das safras agricolas de 2017 a 2019,
apresentaram alta suscetibilidade a espinosinas com pequenas variacfes, sendo
gue nenhuma populacdo amostrada apresentou sobrevivéncia maior que 5% e nao
diferiram significativamente da linhagem suscetivel de referéncia.

Contudo, a alta suscetibilidade observada no monitoramento ao longo das
safras agricolas pode estar relacionada com o aumento da adocdo de plantas Bt,
principalmente devido ao incremento do cultivo da soja Bt desde sua liberagao
comercial na safra de 2013/2014, representando na safra 2017/2018 mais de 60%
da area plantada de soja no pais (CELERES, 2013; ISAAA, 2017; CONAB, 2018).
Além disso, este evento apresenta alta dose para H. armigera contribuindo para o
seu controle no campo (DOURADO et al., 2016). Desta forma, ao utilizar essa tatica
de manejo, possibilita a reducdo das aplicacdes de inseticidas na area, e uma vez
gue ocasiona menor pressdo de selecdo as espinosinas, pode auxiliar no
restabelecimento da suscetibilidade, conforme ocorreu na China com a resisténcia
de H. armigera a inseticidas ap6s a introducdo do algoddo Bt (WU et al., 2005;
YANG,; LI; WU, 2013).

Outra tatica de manejo, que pode estar diminuindo a pressdo de selegcdo
exercida pelos inseticidas spinosad e spinetoram, € a rotacdo entre espinosinas e
outras moléculas inseticidas no campo. Desse modo, os individuos resistentes as
espinosinas possivelmente sdo controlados por inseticidas com outros modos de
acdo, devido a baixa resisténcia cruzada reportada entre spinosad e spinetoram com
outros grupos quimicos (SPARKS et al., 2012). Além disso, acdes no
posicionamento dos inseticidas podem gerar resultados efetivos, como foi observado
no Hawai para P. xylostella, onde apo0s spinosad ter sido suspendido, a
suscetibilidade para o inseticida aumentou significativamente, em apenas dois anos
a razéo de resisténcia de populac¢des de campo foram de 1.000 vezes para 2 vezes
(ZHAO et al., 2006). Outro fator possivel, € a contribuicdo de inimigos naturais
presentes nas areas de cultivo, que podem auxiliar na manutencdo da
suscetibilidade por meio do controle dos individuos resistentes sobreviventes apos a
aplicacdo do inseticida, uma vez que insetos benéficos apresentam baixa
suscetibilidade as espinosinas (GHOSH; CHATTERJEE; ROY, 2010).

Portanto, em um ambiente que nado exista pressao de selecéo as espinosinas,
possibilita o restabelecimento da suscetibilidade no campo, pois individuos

suscetiveis se sobressairdo em relacdo a individuos resistentes, devido ao custo
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adaptativo associado a resisténcia (ROUSH; MCKENZIE, 1987), conforme
observado em uma linhagem de H. armigera resistente a spinosad na China,
apresentando menor desempenho no desenvolvimento e menor potencial
reprodutivo na auséncia de presséo de selecdo (WANG et al., 2010). Alids, mesmo
na auséncia de um custo adaptativo, pode ocorrer a acdo da deriva genética,
atuando de forma aleatéria alterando a frequéncia de alelos presentes na populacao,
podendo agir naqueles que conferem a resisténcia (ROUSH; DALY, 1990). Outro
aspecto a ser considerado € a auséncia de estruturacdo genética entre populacées
de H. armigera para culturas hospedeiras e a regides geograficas no Brasil (LEITE et
al., 2014), o que pode favorecer tanto a dispersdo de alelos suscetiveis quanto a
dispersdo dos alelos que conferem resisténcia entre as populacdes desse inseto-
praga, acelerando ou ndo o processo de evolugdo da resisténcia. Dessa forma, o
programa de monitoramento da suscetibilidade de H. armigera a espinosinas é de
extrema importancia para a avaliacdo do risco de evolucdo da resisténcia, visando
buscar a deteccdo dos fendtipos resistentes nas populacdes (ROUSH; MILLER,
1986; ANDOW, 2008). Apesar da alta suscetibilidade apresentada pela praga as
espinosinas nas safras monitoradas, a coleta e andlise continua do monitoramento
da suscetibilidade sdo fundamentais para o desenvolvimento de estratégias em
programas de manejo da resisténcia, permtindo retardar a evolucdo da resisténcia
em condi¢des de campo.

Desde a invasédo de H. armigera no Brasil em 2013, ainda nao havia sido
relatado casos de populacdes resistentes a spinosad, sendo este estudo o primeiro
a reportar uma linhagem resistente em condicdes de laboratério desse inseto-praga
no pais. A linhagem resistente de H. armigera a spinosad (Spin-R) foi selecionada a
partir de uma populacdo de campo e apds doze geracdes sob pressédo de selecéao
em laboratorio, observou uma razédo de resisténcia (RR) de 27 vezes. De modo
semelhante, nos paises onde existem registros da resisténcia de H. armigera a
spinosad e que possivelmente deram origem as populacdes no Brasil (TAY et al.,
2013; LEITE et al., 2014; TAY et al., 2017), apresentam na maioria RR que variam
de 5 a 25 vezes, como no Paquistdo (AHMAD; ARIF; AHMAD, 2003; ALVI et al.,
2012; QAYYUM et al., 2015), india (KRANTHI; ALI; BANERJEE, 2000), Australia
(GUNNING; BALFE, 2002) e na China, cujo estudo demonstrou a evolucdo da
resisténcia de H. armigera ao inseticida spinosad reportando o aumento das DLso a

cada geracgdo, obtendo uma RR de 24 vezes apds quinze geragdes sob pressao de
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selecdo (WANG et al., 2009b). Para outras espécies também ha registros de
resisténcia ao inseticida spinosad, como Plutella xylostella, com RR = 1.983 vezes,
apos doze geracdes de pressdo de selecdo (SAYYED et al.,, 2008), Spodoptera
litura, com RR = 3.921 vezes, ap0s onze gerac¢des (REHAN; FREED, 2014) e no
Brasil tém-se relatos para Frankliniella occidentalis com RR de = 280 vezes, apoés
sete geracbes (RAIS; SATO; DA SILVA, 2013), Tuta absoluta com RR > 180.000
vezes, apos sete geracdes (CAMPOS et al., 2014) e Spodoptera frugiperda com RR
de = 890 vezes, apds trés geracdes de selecdo em laboratorio (OKUMA et al., 2018).

Apesar de haver casos de resisténcia de H. armigera a spinosad reportados,
alguns aspectos da resisténcia permanecem desconhecidos, principalmente em
relacdo ao padrao de heranga, sendo este trabalho o primeiro a elucidar as bases
genéticas dessa resisténcia. O padrao de heranca auxilia na compreensao do risco
de evolucdo da resisténcia, uma vez que possibilita conhecer o grau de dominancia
da resisténcia e a relacdo do numero de genes associados a resisténcia. Além disso,
com o padrdo de heranca € possivel conhecer o comportamento dos heterozigotos,
pois no inicio do processo de evolugdo da resisténcia os heterozigotos sdo 0s
principais carregadores dos alelos responsaveis por conferir a resisténcia, sendo
depois dos homozigotos suscetiveis os individuos que ocorrem em maior numero na
populacdo (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977; ROUSH; MCKENZIE, 1987; ROUSH,;
DALY, 1990).

Em relacdo ao padréo de heranga conduzido, 0os cruzamentos reciprocos
entre a linhagem Spin-R com a linhagem Sus confirmaram que a resisténcia de H.
armigera a spinosad é autossdmica, ou seja, 0s loci relacionados a resisténcia estédo
situados em cromossomos autossdmicos e desse modo pode-se desconsiderar uma
heranca ligada ao sexo ou mitocondrial. Os resultados da dominancia da resisténcia
de H. armigera a spinosad mostraram ser incompletamente dominante pelo método
de Stone (1968) e poligénica pelo teste de y? (p<0,001), confirmando que mais de
um gene é responsavel pela resisténcia, porém associados a poucos loci. Ao aplicar
o método de Bourguet et al. (2000), os resultados também indicaram que a
dominancia foi variavel em funcéo da dose, pois quando os individuos heterozigotos
foram expostos as doses intermediarias apresentaram heranca incompletamente
dominante, similar resposta para a dose de campo recomendada para o controle de
H. armigera em algoddo, mas nas doses mais baixas a resisténcia foi

funcionalmente dominante e quando expostos a dose mais alta (5,053 ug i.a./ cm?),
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a resisténcia foi funcionalmente recessiva. Estes resultados sugerem que existe a
possibilidade de individuos heterozigotos e homozigotos resistentes sobreviverem a
dose de campo, favorecendo a rapida evolucdo da resisténcia. No entanto a
dominancia da resisténcia em condi¢cdes de campo pode ser influenciada por outros
fatores além dos parametros genéticos, como a queda da atividade biologica do
inseticida, o estagio de desenvolvimento do inseto e pelas condicbes ambientais
(STONE, 1968; ROUSH; DALY, 1990; BOURGUET; PROUT; RAYMOND, 1996).
Padrdes de heranca semelhantes ao de H. armigera a spinosad também
foram caracterizados para esta praga a outros inseticidas e plantas Bt, sendo
apresentado como heranca autossbmica e incompletamente dominante, para
piretroides (ACHALEKE; BREVAULT, 2009), para proteina CrylAc expressa em
algodao Bt (KRANTHI et al.,, 2006), para indoxacarb (BIRD, 2017), para
flubendiamide (ABBADE NETO et al., 2018) e também observado em Musca
domestica resistente a spinosad. Assim como, a caracterizacdo da heranca
poligénica também foi consistente com resultados de resisténcia a spinosad em
outros insetos (ZHANG et al.,, 2008; SHI; ZHANG; GAO, 2011; KHAN; AKRAM,;
SHAD, 2014; OKUMA et al.,, 2018). No entanto, had outros casos, conforme
observado em T. absoluta onde a heranca da resisténcia a spinosad foi
autossbmica, incompletamente recessiva e monogénica (SPARKS et al., 2012;
CAMPOS et al.,, 2014). De modo geral, espera-se que a resisténcia poligénica
desenvolva mais lentamente do que a resisténcia monogénica, devido a
possibilidade de diluicdo dos genes durante os cruzamentos € 0S mecanismos
envolvidos serem mais variados, no entanto quando estabelecida pode dificultar o
manejo (ROUSH; MCKENZIE, 1987). Estudos mostram que a resisténcia a spinosad
pode estar associada a diferentes mecanismos, sendo 0 mais comum em insetos a
mutacg&o no sitio de acdo, especialmente na subunidade a6 do receptor nicotinico de
acetilcolina (WANG; TSAI; CHEN, 2018; URENA et al, 2019), seguido da
detoxificagdo metabolica (SPARKS et al., 2012). Especificamente, para H. armigera
poucos trabalhos foram desenvolvidos para desvendar os mecanismos da
resisténcia a spinosad. Estudos realizados na China com sinergistas verificaram que
a resisténcia da praga a spinosad pode estar associada com o aumento das
enzimas monooxigenases do grupo das P450, no entanto apontam que outros

mecanismos possam estar envolvidos (WANG et al., 2009a, 2009b).
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Além disso, a linhagem Spin-R apresentou resisténcia cruzada a spinetoram
(RR = 12 vezes), bem como observado em outras espécies resistentes a spinosad,
como em T. absoluta (CAMPOS et al., 2014) e D. melanogaster (WATSON et al.,
2010), pois devido essas moléculas pertencerem ao mesmo grupo quimico e terem
0 mesmo mecanismo de acdo, ha um alto potencial dos insetos resistentes a
spinosad possuirem resisténcia cruzada ao spinetoram e outras espinosinas
(SPARKS et al., 2012). Desse modo, uma das estratégias no campo que podem ser
adotadas para retardar a evolugdo da resisténcia e preservar a vida-util das
espinosinas, é 0 manejo por ataque multiplo, através da rotacdo de dois ou mais
produtos com diferentes modos de acdo e com auséncia de resisténcia cruzada
entre os inseticidas utilizados (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977; GEORGHIOU, 1983).

Diante dos resultados da avaliacdo de risco da evolucdo da resisténcia em
condicBes de laboratorio, da presenca da resisténcia cruzada entre as espinosinas e
da analise da heranca da resisténcia de H. armigera a spinosad, pode-se inferir que
em condi¢cbes de campo em que haja pressao de selecéo, possivelmente ocorrera a
rapida selecao de alelos da resisténcia ao longo do tempo, influenciada pelo carater
dominante, com a sobrevivéncia dos individuos heterozigotos e homozigotos
resistentes na dose de campo. Contudo, alguns estudos mostram que na auséncia
da pressdo de selecdo, H. armigera apresenta um custo adaptativo associado a
resisténcia a spinosad (WANG et al., 2010), contribuindo para a diminuicdo da
frequéncia do alelo da resisténcia na area. Aliado a isso, outros fatores como a
rotacdo de produtos, uma vez que espinosinas apresentam baixa resisténcia
cruzada a outros grupos quimicos (SPARKS et al., 2012) e a possivel migracao de
individuos suscetiveis no local associado ao seu habito polifago, favoreceriam para
o restabelecimento da suscetibilidade (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977), conforme foi
observado nos dados de monitoramento da resisténcia de H. armigera a espinosinas
no Brasil. Portanto, este estudo fornece dados para elaboracdo de estratégias, que
poderdo ser aplicadas em programas de MRI em conjunto com as outras
ferramentas do manejo integrado de pragas (MIP), visando retardar a evolucdo da
resisténcia de H. armigera a spinosad e preservar a eficiéncia das moléculas desse

grupo quimico no controle desta praga.
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6. CONCLUSOES

A suscetibilidade aos inseticidas spinosad e spinetoram em populagdes de H.
armigera foi alta durante as safras agricolas de 2017 a 2019 no Brasil.

A linhagem de H. armigera resistente a spinosad selecionada em condicfes

de laboratério apresentou razao de resisténcia de 27 vezes.

O padrdo de heranca da resisténcia de H. armigera a spinosad é

autossdmica, incompletamente dominante e poligénica.

Ha resisténcia cruzada entre spinosad e spinetoram em H. armigera.
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