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RESUMO

Monitoramento e padrao de heranca da resisténcia de Spodoptera frugiperda

(J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) a spinetoram

O uso de inseticidas do grupo das espinosinas tem sido crescente no manejo de
Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) no Brasil. Sendo assim, o objetivo do presente
trabalho foi fornecer subsidios para a implementagdo de estratégias de Manejo da
Resisténcia de Insetos (MRI), mediante a conducdo de estudos de monitoramento e de
padrao de heranca da resisténcia de S. frugiperda a spinetoram. Inicialmente foram
realizadas linhas-basica de suscetibilidade para definicbes de concentracdes
diagnosticas para o0 monitoramento da resisténcia, e posteriormente foram conduzidos
estudos para estimar a frequéncia do alelo que confere resisténcia a este inseticida de S.
frugiperda a spinetoram. A caracterizagdo da suscetibilidade foi realizada por meio
bioensaio de ingestdo mediante tratamento superficial da dieta com o inseticida. Os
valores de CLg, estimadas variaram de 0,97 a 2,98 pg de spinetoram /mL (variagéo de 3
vezes) entre as populacdes de S. frugiperda testadas. A concentracdo diagndstica
baseada na Clg foi de 5,6 pg de spinetoram /mL. Foram verificadas diferengas
significativas nas suscetibilidades das populagfes de S. frugiperda nas safras 2016/17 e
2017/18, com sobrevivéncia variando de 0 a 30,2% na concentracdo diagnéstica. Os
resultados obtidos evidenciam o aumento da sobrevivéncia de S. frugiperda a
spinetoram ao longo das safras, com maiores sobrevivéncias registradas em populagdes
coletadas na regido Oeste do estado da Bahia. As frequéncias do alelo que confere
resisténcia a spinetoram, estimadas pelo método de F, screen, variaram de 0,0107 a
0,1688 nas populactes testadas. A linhagem de S. frugiperda resistente a spinetoram foi
isolada a partir do método de F, screen realizado em uma populagdo proveniente da
cultura do milho da regido Oeste da Bahia coletada na safra de 2016. Os valores de CLsg
(95% IC) obtidos pelos bioensaios de concentragéo-resposta foram de 0,635 (0,555 —
0,730) ug de spinetoram /mL para a linhagem suscetivel (SUS) e de 1170,96 (1041,61 —
1323,89) ug de spinetoram/mL para a linhagem resistente a spinetoram (SPT-R),
resultando em uma razéo de resisténcia de 1844 vezes. A populacdo SPT-R apresentou
alta resisténcia cruzada com spinosad. Os cruzamentos reciprocos entre as linhagens
SUS e SPT-R revelaram que a resisténcia de S. frugiperda a spinetoram é autossémica
e incompletamente recessiva. Os retrocruzamentos da progénie F, com a linhagem SPT-
R evidenciaram que a resisténcia possui efeito poligénico. A estimativa do nuamero
efetivo de loci com contribuigBes iguais de efeito para a resisténcia foi de 1,18 a 1,76,
sugerindo que a resisténcia de S. frugiperda a spinetoram estd associada a poucos
genes. Os resultados apresentados nesse estudo fornecem subsidios para elaboracéo
de programas de MRI para preservar a vida Util de spinetoram para 0 manejo de S.
frugiperda no Brasil.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho; Espinosinas; Padrdo de heranca; Manejo de
resisténcia de insetos



ABSTRACT

Monitoring and inheritance of the resistance of Spodoptera frugiperda (J. E.

Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) to spinetoram

The use of spynosin insecticides has increased to manage Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) in Brazil. Then, the objective of this study was to provide
information to implement Insect Resistance Management (IRM) by conducting studies to
characterize the baseline susceptibility to spinetoram in Brazilian populations of S.
frugiperda, to conduct resistance monitoring and to understand the inheritance of the
resistance. Initially, baseline susceptibility studies were conducted to define diagnostic
concentration for resistance monitoring, and then we conducted to estimate the frequency
of alleles conferring resistance to this insecticide in S. frugiperda. The baseline
susceptibility was performed by feeding bioassays using diet-overly treatment with the
insecticide. The LCs, values ranged from 0.97 to 2.98 ug spinetoram / mL (3-fold
variation). The diagnostic concentration based on LCgy was 5.6 ug spinetoram / mL.
There were significant differences in the susceptibilities of S. frugiperda populations in the
2016/17 and 2017/18 growing seasons, with survival rates varying from 0 to 30.2%.
These results showed the increase in survival of S. frugiperda to spinetoram across the
growing seasons, with highest survival rates in populations of S. frugiperda collected in
the Western region of Bahia state. The frequency of alleles conferring resistance to
spinetoram, estimated by F, screen, varied from 0.0107 to 0.1688 in tested S. frugiperda
populations. The spinetoram-resistant strain was selected using F2 screen method in a
maize field-collected population from Western Bahia region during 2016 growing season.
LCs, values (95% CI) obtained from concentration-response bioassays were 0.63 (0.55-
0.73) ug spinetoram/mL for the susceptible strain (SUS) and 1170.96 (1041,61 - 1323.89)
Mg spinetoram/mL for the SPT-R strain, resulting in a resistance ratio of 1,844-fold. The
SPT-R strain showed high cross-resistance to spinosad. The reciprocal crosses between
SUS and SPT-R showed that the S. frugiperda resistance to spinetoram is autosomal and
incompletely recessive. The backcrossing of the progeny F; with the SPT-R strain
showed that the resistance has a polygenic effect. The estimation of the effective number
of loci with equal resistance effect contributions was from 1.18 to 1.76, suggesting that
the resistance of S. frugiperda to spinetoram is associated to few genes. The results
obtained in this study provide information to implement IRM strategies to preserve the
lifetime of spinetoram for managing S. frugiperda in Brazil.

Keywords: Fall armyworm; Spinosyns; Inheritance pattern; Management of insect
resistance
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1. INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), € a principal praga da cultura do milho e tem como
possivel centro de origem as regides tropical e subtropical do hemisfério ocidental
(LUGINBILL, 1928; SPARKS, 1979). Recentemente, foi relatada como espécie
invasora na Africa Ocidental e Central, com os primeiros surtos registrados no inicio
de 2016. Em amostras coletadas em cultivos de milho na Nigéria e em Sdo Tomé,
foram encontrados pelo menos dois haplétipos distintos (GOERGEN et al., 2016). A
partir de amostras coletadas na regido de Togo, foi confirmada a presenca de
haplotipos da regido do Caribe e da costa leste dos Estados Unidos da Amérida
(NAGOSHI et al., 2017). Trata-se de uma praga polifaga, com elevada capacidade
de dispersédo e amplamente distribuida no territorio brasileiro (CRUZ, 1995).

No Brasil, a presenca de S. frugiperda no campo é constatada em
praticamente todos os estados e durante o ano todo em regides com condigbes
edafoclimaticas favoraveis (CRUZ; FIGUEIREDO; SILVA, 2010). Além disso, a
elevada capacidade de dispersédo dos adultos e a grande oferta de hospedeiros ao
longo do ano com sucessao de culturas hospedeiras tornam mais dificil o manejo
desta praga em condi¢les tropicais (BARROS; TORRES; BUENO, 2010; CRUZ,
1995; SPARKS, 1979).

O controle quimico tem sido uma das principais taticas de manejo de S.
frugiperda, mesmo apos a liberacdo comercial de milho geneticamente modificado.
O uso intensivo de inseticidas contribuiu para a evolucdo da resisténcia de S.
frugiperda a diferentes grupos quimicos. De acordo com os registros do Arthropod
Pesticide Resistance Database, Michigan State University (“Arthropod Pesticide
Resistance Database, Michigan State University”, 2018), ha 125 casos reportados
de resisténcia de S. frugiperda a diversos grupos quimicos de inseticidas, tais como
piretroides, organofosforados, carbamatos e benzoilureias (DIEZ-RODRIGUEZ;
OMOTO, 2001; NASCIMENTO et al., 2016; YOUNG; MCMILLIAN, 1979; YU, 1991;
YU; NGUYEN; ABO-ELGHAR, 2003).

A utilizagdo de grupos quimicos com diferentes mecanismos de agéo é de
fundamental importancia para a implantacdo de um programa de Manejo de
Resisténcia de Insetos (MRI). Um dos grupos relativamente recentes de inseticidas

utilizados no manejo de S. frugiperda tem sido as espinosinas. As espinosinas foram
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isoladas a partir da fermentacdo de uma actinobactéria de solo Saccharopolyspora
spinosa Mertz and Yao (MERTZ; YAO, 1990; THOMPSON; DUTTON; SPARKS,
2000). Atualmente, existem dois ingredientes ativos no grupo das espinosinas, 0
spinosad que foi langado em 1997 e o spinetoram langado em 2007.

O inseticida spinetoram € uma molécula semi-sintética com maior atividade
inseticida, maior eficacia, maior controle residual e atributos toxicolégicos positivos
gue seu antecessor, spinosad (DRIPPS et al., 2008). No entanto, casos de
resisténcia ja foram relatados para Drosophila melanogaster (Meigen) (Diptera:
Drosophilidae) (WATSON et al., 2010), Choristoneura rosaceana (Harris)
(Lepitoptera: Tortricidae) (SIAL; BRUNNER; GARCZYNSKI, 2011), Diaphorina citri
(Kuwayama) (Hemiptera: Lividae) (TIWARI et al.,, 2011), Plutella xylostella
(Linnaeus) (Lepidoptera: Plutellidae) (LIMA NETO et al.,, 2016) e Frankliniella
occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) (WANG et al., 2016).
Recentemente, foi registrado um caso de resisténcia de S. frugiperda a spinosad no
Brasil (OKUMA et al. 2017).

Para a implementacdo de estratégias de MRI é imprescindivel alguns
conhecimentos basicos para fornecer subsidios na tomada de decisdes, obtidos a
partir de alguns estudos como; caracterizacdo e monitoramento da suscetibilidade
em populagcbes de campo da praga alvo, estimativa da frequéncia do alelo de
resisténcia que fornece informacgdes sobre o risco de evolucdo da resisténcia e
estudos para compreensdo das bases genéticas envolvidas na resisténcia. Na
literatura existem diversos métodos de monitoramento de acordo com a realidade do
estudo, divididos em métodos fenotipicos e genotipicos. Dentre os métodos
fenotipicos o mais recomendado é com a utilizacdo de concentracBes diagndsticas,
onde sdo testados maior niumero de individuos em apenas uma concentracao
(ROUSH; MILLER, 1986). Para estimativa da frequéncia de alelos de resisténcia em
uma populacédo sédo recomendados os métodos genotipicos de F; e F, screen, onde
no F; screen é necessaria a utilizacdo de uma populacao resistente e no F, screen
apenas populacdes de campo (ANDOW; ALSTAD, 1998; GOULD et al., 1997). O
conhecimento das bases genéticas associadas a resisténcia, como o grau de
dominancia e o numero de genes envolvidos sdo extremamente necessarios para
compreensao da evolucdo da resisténcia no campo e no estabelecimento de
estratégias de manejo da resisténcia de insetos (ROUSH; MCKENZIE, 1987).
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Portanto, com o registro de spinetoram para o controle de S. frugiperda no
Brasil, o objetivo do presente trabalho foi fornecer subsidios para a implementacéo
de estratégias de MRI, mediante a conducdo de estudos de monitoramento da
frequéncia de resisténcia e de padréo de heranca da resisténcia de S. frugiperda a

spinetoram.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos bioecolégicos de S. frugiperda

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) popularmente
conhecida no Brasil como “lagarta-do-cartucho-do-milho” ou “lagarta militar”, & de
origem tropical e subtropical do hemisfério ocidental (LUGINBILL, 1928; SPARKS,
1979). Recentemente, foi relatada como praga invasora nas regides oeste e central
da Africa, onde tem se espalhando rapidamente no continente (GOERGEN et al.,
2016). Por ser uma espécie polifaga, existem relatos de ataque de S. frugiperda em
cultivos de algoddo, milho, sorgo, soja, amendoim, arroz (LUGINBILL, 1928;
MARTINS et al.,, 2000; SALVADORI, 2000; SALVADORI; RUMIATTO, 1982;
SANTOS, 2011; SILVA, 2000), além de algumas frutiferas e hortalicas (LUGINBILL,
1928; SARMENTO et al., 2002). Essa elevada polifagia ocasionou mudancas dentro
da espécie, com alteracbes comportamentais e também fisiolégicas que
contribuiram para o aparecimento de racas ou bidtipos milho e arroz, os quais
apresentam um certo isolamento reprodutivo (NAGOSHI; MEAGHER, 2008;
PASHLEY; MARTIN, 1987).

No Brasil, S. frugiperda € a principal e mais destrutiva praga da cultura do
milho, causando danos em praticamente toda sua fase vegetativa e em alguns casos
na fase reprodutiva, comprometendo a producdo (CRUZ, 1995; FARINELLI,
FORNASIERI FILHO, 2006; SILVA, 2000). A presenca de S. frugiperda no campo é
constatada em praticamente todos os estados durante todo o ano, favorecida pelas
condicdes climéticas, elevada capacidade de dispersdo do adultos e grande oferta
de alimento ao longo do ano pela sucesséo de culturas hospedeiras em algumas
localidades (BARROS; TORRES; BUENO, 2010; CRUZ, 1995; SPARKS, 1979).

Os adultos de S. frugiperda medem cerca de 35 mm. Os machos tém
coloracdo mais escura com manchas brancas caracteristicas no apice e entre as
manchas orbicular e reniforme, jA as fémeas apresentam asas anteriores com
coloragcdo uniforme marrom acinzentado com manchas sutis (CRUZ, 1995). A
capacidade reprodutiva de S. frugiperda é elevada, cerca de cinco a seis posturas
por fémea, com meédia de 215 ovos cada postura e viabilidade entre 60 e 70 %
(SANTOS et al., 2004; SPARKS, 1979). A oviposi¢cdo ocorre preferencialmente na

parte abaxial da folha, podendo também ser encontrada em toda a planta quando a
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densidade populacional é elevada (SPARKS, 1979). O periodo de incubacdo dos
ovos pode durar dois dias quando em temperatura meédia de 26,7°C, ja a 20°C esse
periodo pode exceder 4 dias (CRUZ, 1995).

A fase jovem (estagio larval) de S. frugiperda pode durar de 14 a 19 dias,
dividido em instares, podendo variar de 6 a 7 dependendo da planta hospedeira e/ou
fatores climaticos (LUGINBILL, 1928; BUSATO et al., 2005). Na cultua do milho, as
lagartas recém eclodidas primeiramente raspam as folhas novas e, posteriormente
colonizam o cartucho da planta (SILVA, 1998, 2000), além da possiblidade de atacar
também as espigas do milho. A lagarta deixa o cartucho do milho e penetra no solo
guando completa seu desenvolvimento, isso para iniciar a fase de pupa, onde
permanece de 10 a 12 dias (SARMENTO et al., 2002). ApGs esse periodo ocorre a
emergéncia do adulto, seguido do acasalamento, que inicia com o pér do sol e
atinge o pico entre duas e quatro horas depois. A duracdo da fase adulta € de
aproximadamente 12 dias. O ciclo completo de S. frugiperda dura entorno de 30
dias, com possibilidade de 10 a 12 geragOes por ano em algumas localidades do
Brasil (CRUZ, 1995).

2.2. Resisténcia de S. frugiperda a inseticidas

Existem inimeras definicdes para resisténcia, Tabashnik et. al. (2014) a
define de forma sucinta como sendo uma reducéo na suscetibilidade do inseto a um
pesticida, com base genética. Definicdo semelhante foi dada por Brent (1986) que
trata a resisténcia como qualquer diminuicdo hereditaria na suscetibilidade a um
produto quimico em individuos de uma populacao de inseto-praga.

A exposicao excessiva das populacdes de insetos-praga a inseticidas exerce
forte pressédo de selecdo, o que contribui para 0 aumento nos casos de resisténcia,
ja amplamente distribuidos pelo mundo (GEORGHIOU, 1969). A continua pressao
de selecdo é o processo determinante para que ocorra a evolucao de resisténcia,
pois a constante pressédo de selecdo aumenta a frequéncia relativa de individuos
resistentes em uma populacéo (BERNARDI et al., 2011).

De acordo com os registros do Arthropod Pesticide Resistance Database,
Michigan State University (2018) ja foram relatados 125 casos de resisténcia de S.

frugiperda a diversos grupos quimicos de inseticidas, como piretroides,
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organofosforados, carbamatos, benzoilureias e spinosinas (DIEZ-RODRIGUEZ;
OMOTO, 2001; NASCIMENTO et al, 2016; OKUMA et al., 2017; YOUNG;
MCMILLIAN, 1979; YU, 1991; YU; NGUYEN; ABO-ELGHAR, 2003).

2.3. Espinosinas

As espinosinas foram isoladas a partir da fermentacéo de uma actinobactéria
de solo denominada Saccharopolyspora spinosa (MERTZ; YAO, 1990). Sua
descoberta foi a partir da intengéo de selecionar produtos naturais com potencial de
utilizacdo na agricultura e/ou na industria farmacéutica, através de testes com
extratos de solo fermentados (THOMPSON; DUTTON; SPARKS, 2000). Atualmente
existem dois produtos comerciais destinados ao controle de pragas pertencentes ao
grupo quimico das espinosinas: o spinosad foi o primeiro inseticida comercial deste
novo grupo, composto pelos ingredientes ativos espinosina A (componente primario
— 85%) e espinosina D (composto secundario — 15%). O sucesso do spinosad, levou
ao interesse de encontrar novos produtos naturais e/ou semissintéticos mais
eficientes. Posterior ao spinosad, em 2007 foi lancado o inseticida denominado
spinetoram, com maior atividade inseticida que seu antecessor, composto por duas
espinosinas  semissintéticas,  3"-O-ethyl-5,6-dihydro-spynosin ~ J  (principal
componente) e 3"-O-ethyl spynosin L, obtidas através de exposicao da linhagem
normal S. spinosa com um composto mutagénico (HUANG et al., 2009).

Atualmente, as espinosinas sdo utilizadas no controle de inUmeras pragas,
principalmente para as ordens Lepidoptera, Diptera e Thysanoptera, porém também
€ eficiente no controle de insetos-praga pertencentes a outras ordens (ORR et al.,
2009; SALGADO, 1998). O grupo das espinosinas é de grande importancia no
manejo integrado de pragas, isso se deve ao mecanismo de acdo exclusivo, baixa
toxicidade a insetos benéficos, elevada eficiéncia e caracteristicas toxicoldgicas
favoraveis (SPARKS; CROUSE; DURST, 2001).

O Insecticide Resistance Action Committee (IRAC) classificou as
espinosinas como um novo grupo de inseticidas (grupo 5), e quanto ao seu modo de
acdo, como moduladores alostéricos de receptores nicotinicos da acetilcolina (IRAC,
2017). Essas moléculas atuam em segmentos especificos de receptores de

acetilcolina, agindo como um modulador alostérico ao receptor nicotinico da
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acetilcolina, levando a hiperexcitacéo do sistema nervoso central (ORR et al., 2009;
PUINEAN et al.,, 2013; SALGADO, 1998; SALGADO; SAAR, 2004). Os insetos
intoxicados por espinosinas apresentam tremores e contracdes musculares
involuntérias, devido a excitacdo de neurbnios motores, seguido de paralisia por
conta da fadiga muscular causada pelo longo periodo de excitagcdo (SALGADO,
1998). Existe a possibilidade das espinosinas exercerem atividade nos receptores do
acido aminobutirico (GABA), devido a alteragbes na amplitude da condutancia de
cloro, que ocasiona perda de funcdo dos receptores de GABA em insetos
intoxicados com spinosad (SALGADO, 1998). No entanto, elas ndo estabelecem
relacdo direta com nenhum dos receptores de GABA conhecidos. Diante disso,
pode-se dizer que as espinosinas possuem efeito tanto nos receptores nicotinicos da
acetilcolina, quanto nos receptores de GABA, isso se deve a sua ligacdo em sitios
alostéricos que ativam 0s respectivos receptores via transmembrana (ORR et al.,
2009; SPARKS; CROUSE; DURST, 2001).

A detoxificacdo metabdlica e a insensibilidade do sitio de agdo s&do os
mecanismos de resisténcia de insetos j& caracterizados para os inseticidas do grupo
das espinosinas (MARKUSSEN; KRISTENSEN, 2012; ROE et al.,, 2010; SIAL;
BRUNNER; GARCZYNSKI, 2011). Em estudo realizado com Drosophila
melanogaster Meigen resistente a spinosad, foi observado que a linhagem de D.
melanogaster apresentava alta resisténcia a spinosad com a delegdo do gene Da6,
responsavel pela expressdo de uma das subunidades que formam os receptores
nicotinicos da acetilcolina (PERRY; MCKENZIE; BATTERHAM, 2007). Outros
estudos realizados com Plutella xylostella também apontam que a resisténcia a
espinosinas esta ligada a mutag¢des na subunidade a6 dos receptores nicotinicos da
acetilcolina (BAXTER et al., 2010; RINKEVICH et al., 2010).

Diante disso, diversos casos de resisténcia a espinosinas exclusivamente o
spinosad foram relatados em diversas espécies de insetos, como Drosophila
melonagaster (Meigen) (PERRY; MCKENZIE; BATTERHAM, 2007), Musca
domestica L. (MARKUSSEN; KRISTENSEN, 2012), Spodoptera litura F. (REHAN;
FREED, 2014; SALEEM et al., 2016), Spodoptera exigua (Htbner) (CHE et al., 2013;
ISHTIAQ; SALEEM, 2011; ZHANG et al., 2014) e Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(OKUMA et al., 2017). De acordo com o Arthropod Pesticide Resistance Database,
Michigan State University (2018) existem 257 casos de resisténcia de insetos ao

grupo quimico das espinosinas, dos quais 83 sdo para o género Spodoptera. Os
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casos de resisténcia citados anteriormente sdo exclusivamente para o spinosad,
pois se tratando do spinetoram ainda nao foram relatados casos de resisténcia. No
entanto, a resisténcia cruzada entre espinosinas ja foi constatada em algumas

espécies e ordens de insetos (SPARKS et al., 2012).

2.4. Deteccao e monitoramento da resisténcia

O monitoramento das populacdes de inseto-praga € de grande importancia
para o manejo de resisténcia, pois permite identificar alteragdes na suscetibilidade
das populacbes e assim orientar na tomada de decisdo para o controle, gerenciar
estratégias para manter a suscetibilidade das populacfes e garantir o retardamento
da evolucao de resisténcia (ROUSH; MILLER, 1986).

Dentre os métodos utilizados para o monitoramento da resisténcia de insetos
a inseticidas, podemos destacar os métodos fenotipicos e genotipicos. A
caracterizacdo da suscetibilidade (linhas-basica) em populacées de campo mediante
estimativa da concentracdo letal que mata 50% da populacéo (CLso) pela andlise de
Probit € um método que tem sido utilizado para a deteccdo e monitoramento da
resisténcia a inseticidas. Este método permite comparar as CLsp entre as populacbes
juntamente com os coeficientes angulares (FFRENCH-CONSTANT; ROUSH, 1990).
No entanto, este método s6 permite distinguir individuos resistentes em populacdes
de campo quando a frequéncia de resisténcia € elevada (ROUSH; MILLER, 1986;
VENETTE; HUTCHISON; ANDOW, 2000). A frequéncia de alelos que conferem
resisténcia a uma populacdo no inicio da evolucdo da resisténcia € baixa, da ordem
de 102 a 10 (ROUSH; MCKENZIE, 1987). Diante disso, fica evidenciado que este
método ndo € o mais indicado para detectar individuos resistentes quando a
frequéncia de resisténcia é baixa, devido a necessidade de um nimero muito maior
de individuos testados (ROUSH; MILLER, 1986). No entanto, a caracterizacdo das
linha- basica permite estimar a concentracdo diagnostica, que é uma concentracao
do inseticida capaz de matar todos ou quase todos os individuos suscetiveis, mas
poucos ou nenhum individuo resistente (TABASHNIK et al., 2014). Para o
monitoramento da resisténcia é recomendado o uso de concentra¢des diagnosticas,

onde sdo testados um maior numero de individuos em concentracbes que
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evidenciam alteracdes nos fenadtipos resistentes em populacées de campo (ROUSH,;
MILLER, 1986).

Os meétodos fenotipicos sdo mais eficientes para o monitoramento da
resisténcia de alelos aditivos ou dominantes com frequéncia elevada em populacdes
de campo (ANDOW, 2008; ANDOW; ALSTAD, 1998). Porém, para ado¢cdo de um
programa de manejo de resisténcia eficiente é preciso implementar antes do
problema de resisténcia, ou seja, no inicio da sua evolugdo (ROUSH; MCKENZIE,
1987).

Sendo assim, 0os métodos genotipicos que sdo capazes de estimar a
frequéncia inicial de alelos de conferem resisténcia em populacdes de campo séo
mais indicados, como o método do F; screen (GOULD et al., 1997) e do F, screen
(ANDOW; ALSTAD, 1998). Ambos os métodos séo eficientes para a estimativa da
frequéncia alélica inicial, no entanto, fazendo uma comparacédo, o método F, screen
€ mais trabalhoso e apresenta alto custo, porém néo € necessario ter uma linhagem
resistente e é o Unico método que possibilita em menor tempo detectar alelos raros
em populacdes de campo, assim, sendo mais eficiente que o método F; screen que
exige a utilizacdo de uma linhagem resistente e necessita de um maior nimero de
isofamilias e lagartas (BERNARDI et al., 2011).

O método do “F, Screen” baseia-se na coleta ao acaso de fémeas
acasaladas em campo, seguida de criacdo da progénie de cada fémea
separadamente (isofémea) para a obtencdo de lagartas da geracdo Fi, que seréo
criadas até a fase adulta para acasalamento e obtencédo da geracdo F, que seréo
submetidas a ensaios toxicologicos através de bioensaios (ANDOW; ALSTAD,
1998).

2.5. Bases genéticas da resisténcia

Diante da magnitude do problema de resisténcia de insetos a inseticidas e
proteinas Bt nos dias de hoje, ttm aumentado a necessidade de estudos basicos
para compreensdo da evolucdo da resisténcia. Partindo da teoria que a resisténcia
ndo pode ser totalmente compreendida sem informagfes genéticas, estudos sobre
os fatores genéticos envolvido na resisténcia sao importantes ferramentas para o
manejo da resisténcia (ROUSH; DALY, 1990).
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Dentre os fatores genéticos envolvidos na resisténcia de insetos, sdo
mencionadas a frequéncia dos alelos de resisténcia e a heranca da resisténcia, que
leva em consideragdo o numero e a dominancia dos alelos de resisténcia
(GEORGHIOU; TAYLOR, 1977a; ROUSH; DALY, 1990). A completa descricdo do
padrdo de heranca da resisténcia fornece conhecimento do namero de genes
envolvidos, as relacbes de dominancia entre os genoétipos, e as relacbes de
resisténcia cruzada (ROUSH; DALY, 1990). A caracterizacdo da resisténcia
juntamente com o conhecimento das bases genéticas associadas a resisténcia (grau
de dominancia e o numero de genes envolvidos) sdo extremamente necessarios
para compreensao da evolucdo da resisténcia no campo e para o estabelecimento
de estratégias de manejo da resisténcia de insetos (ROUSH; DALY, 1990; ROUSH,;
MCKENZIE, 1987).
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3. MONITORAMENTO DA  SUSCETIBILIDADE A SPINETORAM EM
POPULACOES DE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) NO BRASIL.

RESUMO

O monitoramento da suscetibilidade de insetos a inseticidas é uma das etapas
fundamentais em programas de Manejo da Resisténcia de Insetos (MRI). O uso de
inseticidas do grupo das espinosinas tem sido crescente no manejo de Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) no Brasil. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi
entender a suscetibilidade de populacbes brasileiras de S. frugiperda ao inseticida
spinetoram. Inicialmente foram construidas linhas-basica de suscetibilidade para
definicbes de concentragdes diagnosticas para o monitoramento da resisténcia, e
posteriormente foram conduzidos estudos para estimar a frequéncia do alelo que confere
resisténcia a este inseticida de S. frugiperda a spinetoram. A caracterizacdo da
suscetibilidade foi realizada por meio de bioensaios de ingestdo mediante tratamento
superficial da dieta com o inseticida. Os valores de CLs, estimadas variaram de 0,97 a
2,98 pg de spinetoram /mL (variacdo de 3 vezes) entre as populagbes de S. frugiperda
testadas. A concentracao diagndstica baseada na Clgyg foi de 5,6 pg de spinetoram /mL.
Foram verificadas diferencas significativas nas suscetibilidades das populacdes de S.
frugiperda nas safras 2016/17 e 2017/18, com sobrevivéncia variando de 0 a 30,2% na
concentracdo diagnostica. Os resultados obtidos evidenciam o0 aumento da
sobrevivéncia de S. frugiperda a spinetoram ao longo das safras, com maiores
sobrevivéncias registradas em popula¢des coletadas na regido Oeste do estado da
Bahia. As frequéncias do alelo que confere resisténcia a spinetoram, estimadas pelo
método de F, screen, variaram de 0,0107 a 0,1688 nas populacdes testadas. Os
resultados obtidos neste estudo indicam um elevado risco de evolucdo da resisténcia de
S. frugiperda a spinetoram e evidenciam a necessidade de implementacdo de
estratégias de MRI para preservar a vida Gtil deste inseticida.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho; Espinosinas; Linha basica; F, screen

ABSTRACT

Monitoring the insect susceptibility to insecticides is one the crucial steps in
Insect Resistance Management (IRM) programs. The use of spinosyns insecticides has
increased to manage Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) in Brazil. Then, the objective of
this study was to understand the susceptibility to spinetoram in Brazilian populations of S.
frugiperda. Initially, baseline susceptibility studies were conducted to define diagnostic
concentration for resistance monitoring, and then we conducted to estimate the frequency
of alleles conferring resistance to this insecticide in S. frugiperda. The baseline
susceptibility was performed by feeding bioassays using diet-overly treatment with the
insecticide. The LCg, values ranged from 0.97 to 2.98 ug spinetoram / mL (3-fold
variation). The diagnostic concentration based on LCyy was 5.6 pg spinetoram / mL.
There were significant differences in the susceptibilities of S. frugiperda populations in the
2016/17 and 2017/18 growing seasons, with survival rates varying from 0 to 30.2%.
These results showed the increase in survival of S. frugiperda to spinetoram across the
growing seasons, with highest survival rates in populations of S. frugiperda collected in
the Western region of Bahia state. The frequency of alleles conferring resistance to
spinetoram, estimated by F, screen, varied from 0.0107 to 0.1688 in tested S. frugiperda
populations. The results obtained in this study indicate a high risk of resistance evolution
of S. frugiperda to the insecticide spinetoram and the need to implement IRM strategies
to preserve the lifetime of this insecticide.

Keywords: Fall armyworm; Spinosyns, Baseline susceptibility; F, screen



34

3.1. Introducéao

No Brasil, o controle quimico tem sido amplamente empregado para o
manejo de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), até mesmo
com a exploragdo de cultivos de milho transgénico que expressam proteinas
inseticidas de Bacillus thuringiensis Berliner (Milho Bt) devido a evolugdo da
resisténcia a essas tecnologias (FARIAS et al.,, 2014; OMOTO et al., 2016) e,
principalmente nas é&reas de refagio. A utilizacdo de inseticidas de forma
indiscriminada tem contribuido para a evolucdo da resisténcia de S. frugiperda a
inseticidas de diferentes grupos quimicos, tais como piretroides, organofosforados e
inibidores de biossintese de quitina (CARVALHO et al., 2013; DIEZ-RODRIGUEZ;
OMOTO, 2001; NASCIMENTO et al. 2016), comprometendo a sua utilizagdo. Com
isso, 0 uso de inseticidas de grupos quimicos com diferentes mecanismos de acéao,
tais como as espinosinas, tem sido explorado em programas de Manejo da
Resisténcia de Insetos (MRI) (SPARKS et al., 2012)

Spinetoram é uma molécula semissintética do grupo quimico das
espinosinas (moduladores alostéricos dos receptores nicotinicos da acetilcolina),
lancado no mercado em 2007. Apresenta maior atividade inseticida, maior eficacia,
maior controle residual e atributos toxicolégicos mais favoraveis que seu antecessor
spinosad (DRIPPS et al.,, 2008). Por ser um inseticida com alta eficiéncia contra
insetos da ordem Lepidoptera, incluindo S. frugiperda (BURTET et al., 2017),
spinetoram tem sido usado com frequéncia no controle de S. frugiperda em cultivos
de milho convencional e milho Bt no Brasil.

Os estudos de monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda a
inseticidas sdo de grande importancia para a implementagcdo de um programa de
MRI, pois permitem identificar alteracdes na suscetibilidade e frequéncia alélica de
resisténcia das populacdes, e assim orientar 0 gerenciamento de estratégias para
manter a suscetibilidade e retardar a evolugédo da resisténcia (ANDOW; ALSTAD,
1998; FFRENCH-CONSTANT; ROUSH, 1990; ROUSH; MCKENZIE, 1987; ROUSH,;
MILLER, 1986). Diante disso, o objetivo do presente estudo foi entender a
suscetibilidade de populagbes brasileiras de S. frugiperda ao inseticida spinetoram
para um programa de MRI. Foram realizados estudos para a caracterizacado de

linhas-basica de suscetibilidade para definicdes de concentracdes diagndsticas para
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0 monitoramento fenotipico da resisténcia e de estimativas da frequéncia do alelo

gue confere resisténcia a este inseticida de S. frugiperda a spinetoram.

3.2. Material e Métodos

O presente estudo foi desenvolvido no Laboratério de Resisténcia de
Artropodes do Departamento de Entomologia e Acarologia da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de S&o Paulo (USP),

Piracicaba - SP.

3.2.1. Populacdes de S. frugiperda

A linhagem de S. frugiperda suscetivel de referéncia (SUS) foi proveniente
do Laboratério de Resisténcia de Artrépodes da USP/ESALQ, mantida por mais de
15 anos em dieta artificial (KASTEN; PRECETTI; PARRA, 1978) sem pressao de
selecdo por inseticidas. Para o monitoramento da suscetibilidade de populacfes de
S. frugiperda, lagartas foram coletadas em areas de milho comerciais de principais
regides agricolas do Brasil na segunda safra de 2016, entressafra 2016, primeira e

segunda safra de 2017, entressafra 2017 e primeira safra 2018 (Tabela 1).

Tabela 1. Codigo de identificacdo, local e data de coleta das populacbes de S.
frugiperda coletadas em diferentes regides brasileiras produtoras de milho na
segunda safra de 2016, entressafra 2016, safras 2017 e primeira safra 2018.

Cddigo Cidade, estado Latitude Longitude Coleta
Segunda safra 2016

GO-38 Rio Verde, GO 17°35°24” 50°56'45” 3/2016
MS-22 Rio Brilhante, MS 21°44°26” 54°29°17” 3/2016
MT-35 Sapezal, MT 13°25’35,9” 58°38'17,84” 3/2016
MS-23 Chapadéao do Sul, MS 18°45°43” 52°36'41” 3/2016
MT-36 Lucas do Rio Verde, MT 12°46'1,2” 56°07°17,51” 3/2016
MT-37 Campo Verde, MT 15°33'3,78” 55°12°'71” 3/2016
PR-64 Cornélio Procopio, PR 23°12°42” 50°42°19” 3/2016
PR-65 Peabiru, PR 23°51°58” 52°23'43” 4/2016
PR-66 Palotina, PR 24°09'50” 53°32'15” 4/2016
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Caodigo Cidade, estado Latitude Longitude Coleta
SP-22 Casa Branca, SP 21°50°18,78" 47°11°3,13” 4/2016
BA-44 Roda Velha, BA - - 4/2016
MT-LRV Lucas do Rio Verde, MT 12°58’10” 55°56’41” 5/2016
BA-BAR Barreiras, BA 11°45'42” 45°46’31” 5/2016
Entressafra 2016/2017

GO-39 Rio Verde, GO 17°24°25,74” 50°49'50,20” 712016
SP-23 S. Jodo da Boa Vista, SP  22°0°57,57” 46°50°21,56” 8/2016
BA-45 Sao Desidério, BA 12°8'25,41” 45°26°58,26" 9/2016
MT-38 Lucas do Rio Verde, MT 13°00°05” 55°58’14” 10/2016
Primeira safra 2017

PR-69 Tibagi, PR 24°27'1,12” 50°11'22,16”  11/2016
PR-70 Cascavel, PR 25°0'6,19” 53°30°'24,05” 11/2016
RS-22 Sto. Ant. do Planalto, RS  28°21°13,72" 52°43'1,52” 11/2016
RS-23 Santo Angelo, RS 28°10'56,14” 54°1816,27” 11/2016
MG-25 Tupaciguara, MG 18°37°49,15” 48°42’11,92” 11/2016
SC-6 Guatambu, SC 27°07'52,79” 52°45'33,01”  11/2016
GO-41 Rio Verde, GO 17°42°58” 51°10’46” 12/2016
GO-42 Cristalina, GO 16°55'27,23" 47°3814,10” 12/2016
BA-47 Luis E. Magalh&es, BA 11°57°34,60” 46°05'54,06” 12/2016
SP-24 Casa Branca, SP 21°34°49,87” 47°05'20,51” 12/2016
Segunda safra 2017

MT-40 Lucas do Rio Verde, MT 12°33'41,04” 56°09°'41,65” 3/2017
MT-41 Sapezal, MT 13°30’8,64” 58°45'33,37” 3/2017
MT-42 Campo Verde, MT 15°29'27,89” 55°20'52,33” 3/2017
GO-43 Montividiu, GO 17°29'58,92” 51°07°'23,41” 3/2017
SP-25 Pirassununga, SP 21°53'9,42” 47°20'57,60” 4/2017
PR-71 Toledo, PR 24°40°14,01” 53°48'48,99” 3/2017
PR-72 Luiziana, PR 24°15'5,004” 52°21°19,00” 3/2017
PR-73 Sertanépolis, PR 23°01°17,00” 50°59'21,01” 3/2017
MS-24 Chapadéao do Sul, MS 18°46’42,45” 52°38'50,44” 3/2017
MS-25 Laguna Carapé, MS 22°42'33,98” 55°02'54,99” 3/2017
Entressafra 2017/18

SP-26 Casa Branca, SP 18°46'47,60” 52°38'50,14” 7/2017
MS-26 Chapadéo do Sul, MS 18°46’47,60” 52°38'50,14” 712017
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Caodigo Cidade, estado Latitude Longitude Coleta
MT-44 Sorriso, MT 21°40’10,95” 47°03'19,69” 8/2017
GO-44 Rio Verde, GO 17°47°'45,27” 50°58'20,21” 712017
BA-48 Roda Velha, BA 12°51°’12,096” 45°28'12,72” 712017
Primeira safra 2018

BA-49 Sao Desidério, BA 13°15’51,70” 46° 08 45,82 12/2017
GO-45 Cristalina, GO 16°19' 8,11” 47° 35 36,02" 12/2017
GO-46 Rio Verde, GO 17° 44’ 38,87” 50°51'13,82" 12/2017
MG-26 Araguari, MG 18° 32’ 5,64” 48°23 34,87 12/2017
PR-75 Castro, PR 24° 46’ 13,30" 49° 53’ 50” 11/2017
PR-76 Toledo, PR 24°51°9,47” 53°50'44,01” 12/2017
RS-24 Santo Angelo 28°12°0,36” 54°16’ 15,20” 10/2017
RS-26 Nao Me Toque, RS 28° 15 35,67 52°51'24,12" 11/2017
SC-7 Chapeco, SC 27°05'4,38” 52°38'6,47" 11/2017
SP-27 Casa Branca, SP 21°50’ 14,67 47°0’ 26,21 11/2017

No laboratorio, as lagartas permaneceram nas placas de coleta contendo
dieta artificial até atingirem a fase de pupa, quando foram retiradas da dieta e
higienizadas com sulfato de cobre a 5%. As pupas de cada populacdo de campo
foram acondicionadas em tubos de PVC (10 cm x 20 cm) utilizados como “gaiola”,
revestida no seu interior com papel jornal (substrato para oviposi¢éao), formando um
ambiente favoravel para o acasalamento e oviposicdo apds a emergéncia dos
adultos. Cada gaiola continha um recipiente plastico (3 cm x 1 cm) com solucéo de
mel a 10% para alimentacdo dos adultos. As gaiolas foram mantidas em ambiente
controlado (25 £ 2°C, 60 + 10% UR e fotofase de 14h). O papel jornal e a solucéo de
mel foram trocadas a cada dois dias, e as posturas existentes no papel foram
recortadas e acondicionadas em copos plasticos (100 ml) contendo um pequeno
pedaco de papel filtro umedecido com agua destilada (manter a umidade). Os copos
foram mantidos em camaras climatizadas (20 + 1°C, 60 + 10% UR e fotofase de
14h) até a eclosao das lagartas. As lagartas neonatas (lagartas com menos de 24h
de vida) foram inoculadas em copos plasticos (100 ml) contendo dieta artificial, onde
permaneceram até atingirem o 3° instar. Ao atingirem o 3° instar, maior parte das
lagartas foram utilizadas para a realizacdo dos bioensaios de concentragéo-

mortalidade e o restante para a manutencéo da populacao.
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3.2.2. Bioensaios

Os bioensaios de concentracdo-mortalidade foram realizados por meio do
método de ingestdo, com tratamento superficial da dieta artificial com inseticida.
Foram utilizadas placas de pléastico com 24 células (Corning® Costar®, Sigma-Aldrich
Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil), onde cada célula continha aproximadamente 1,25
mL de dieta artificial.

Para a realizagdo dos bioensaios com o ingrediente ativo spinetoram foi
utilizado o produto comercial Exalt® (suspensdo concentrada com 120 g de
spinetoram/L; Dow AgroSciences Industrial Ltda., S&o Paulo, Brasil). As
concentracfes de spinetoram utilizadas nos bioensaios foram preparadas mediante
a diluicdio do produto Exalt® em &agua destilada, com a adicdo de 0,1% do volume
final da solugcdo de surfactante Triton™ X-100 (Labsynth, Diadema, SP, Brasil).
Como tratamento controle (sem inseticida) foi utilizada apenas uma solucao de agua
destilada acrescida de surfactante.

A aplicacdo do inseticida ocorreu apos a geleificacdo da dieta artificial nas
placas de 24 células, seguida da esterilizacdo em luz ultravioleta. Com a utilizacédo
de uma micropipeta cada célula da placa recebeu superficialmente sob a dieta 30 pL
da solucéo inseticida nas concentracdes necessarias. Apos a secagem do inseticida
em camara de fluxo com exaustdo, foram colocadas uma lagarta de 3° instar por
célula, seguida da vedacdo das células com transparéncias plasticas perfuradas e
fechamento com a tampa da placa. Os bioensaios foram mantidos até a avaliacdo
em camaras climatizadas (25+2°C, 60+10% UR e fotofase de 14h).

A mortalidade foi avaliada 48h apos a infestacdo, considerando mortas as
lagartas sem movimento algum, e as que quando tocadas com um pincel ndo

apresentem movimentos coordenados.

3.2.3. Linhas-béasica da suscetibilidade de S. frugiperda a spinetoram

Para caracterizar as linhas-basica de suscetibilidade foram avaliadas a
populacéo suscetivel de referéncia (SUS) e seis populagdes de campo provenientes
dos estados do Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Parana, Sdo Paulo e Bahia,

coletadas na segunda safra de 2016 (Tabela 2).
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As avaliacdes foram por meio de bioensaios de concentracdo-mortalidade
com o produto comercial Exalt®, como descrito no tépico anterior (3.2.2). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, testando oito concentragdes
entre 0,1 e 56 pg de spinetoram/mL espacadas de forma logaritmica
proporcionando mortalidades entre 5 e 95 %, com cinco repeticdes por concentracao
(24 lagartas/repeticdo).

Para a estimativa da concentra¢gBes letal que mata 50% dos individuos
(CLsp) de cada populagéo e os respectivos intervalos de confianca (I.C. 95%), os
dados de mortalidade de cada populacdo foram submetidos a andlise de Probit
(PROC PROBIT) (SAS INSTITUTE INC, 2015). Baseado nas respostas de
concentracdo-mortalidade de todas as populacfes analisadas em conjunto, método
proposto por Sims et al. (1996), foi possivel estimar a concentracdo diagndstica
(CLgg). Na andlise conjunta, a estimativa da CLgg € seu intervalo de confianca (IC
95%) foram estabelecidos mediante modelo binomial utilizando a funcéo de ligacao
do complemento log-log (gompit; PROC PROBIT) (SAS INSTITUTE INC, 2015).

Tabela 2. Identificacdo e origem das populacdes de S. frugiperda coletadas em
diferentes regides produtoras de milho no Brasil (segunda safra 2016) utilizadas para
o estabelecimento da linha basica de suscetibilidade S. frugiperda a spinetoram.

Cédigo Cidade, estado Latitude Longitude
MS-22 Rio Brilhante, MS 21°44°26” 54°29'17”
MT-35 Sapezal, MT 13°25’35,9” 58°38'17,84”
MT-LRV Lucas do Rio Verde, MT 12°58’10” 55°56’41”
BA-BAR Barreiras, BA 11°45'42” 45°46’31”
PR-65 Peabiru, PR 23°51'58” 52°23'43”
SP-22 Casa Branca, SP 21°50'18,78” 47°11’3,13”

3.2.4. Monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda a spinetoram

As populagdes de campo utilizadas para o monitoramento da suscetibilidade
de S. frugiperda a spinetoram foram coletadas em cultivos de milho nas safras 2016,
2017 e 2018 em nove estados brasileiros, sendo eles, Mato Grosso do Sul, Mato

Grosso, Bahia, Minas Gerais, Parana, Goiads, Sao Paulo, Santa Catarina e Rio
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Grande do Sul (Figura 1). As populacdes foram coletadas e mantidas em laboratorio
até a realizacao dos bioensaios, conforme descrito nos tépicos 3.2.1. e 3.2.2.

O método de bioensaio utilizado para o monitoramento da suscetibilidade foi
o de ingestdo (topico 3.2.2), mediante o uso da concentracdo diagnéstica
estabelecida a partir da linha basica de suscetibilidade, descrita no tépico anterior.
Os bioensaios seguiram o delineamento inteiramente casualizado, com 20
repeticbes por populacdo, considerando cada repeticdo uma placa (Costar®)
composta por 24 lagartas de 3° instar. Os dados de sobrevivéncia obtidos por
contagem para cada populacdo, foram analisados mediante Modelos Lineares
Generalizados (GLM) com distribuicdo binomial negativa, utilizando o software R
3.3.2.(R CORE TEAM, 2017).

A avaliacdo temporal da sobrevivéncia ao longo das safras, foi realizada
mediante comparacdo das demais safras com a primeira safra em avaliagcdo neste
estudo (GLM; a=0,05). O mesmo modelo GLM foi utilizado para analise dos dados

de sobrevivéncia agrupados por estado.
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Codigo Cidade, estado
Segunda safra2016
G0O-38 Rio Verde, GO
MS-22 Rio Brilhante, MS
MT-35 Sapezal, MT
MS-23 Chapad&o do Sul, MS
MT-36 Lucas do Rio Verde, MT
MT-37 Campo Verde, MT
PR-64 Cornélio Procépio, PR
PR-65 Peabiru, PR
PR-66 Palotina, PR
SP-22 Casa Branca, SP
BA-44 Roda Velha, BA
MT-LRV Lucas do Rio Verde, MT
BA-BAR Barreiras, BA
Entressafra 2016

G0O-39 Rio Verde, GO
SP-23 Séo Jodo da Boa Vista, SP
BA-45 Séo Desidério, BA
MT-38 Lucas do Rio Verde, MT

e 22 Safra 2016
= Entressafra 2016

Primeira safra 2017 . N
PR-69  Tibagi, PR 51\ Z\r A Safras 2017
PR-70  Cascavel, PR T\ RR N AP
L 1\( T
RS-22 Sto. Anténio do Planalto, RS \«5@/'\,\'
RS-23 Santo Angelo, RS J e
= |

MG-25  Tupaciguara, MG j/f AM

SC-6 Guatambu, SC

GO-41 Rio Verde, GO

GO-42  Cristalina, GO AC RO

BA-47 Luis Eduardo Magalhdes, BA

SP-24 Casa Branca, SP
Segunda safra2017

MT-40 Campo Verde, MT

MT-41 Sapezal, MT

MT-42 Campo Verde, MT

G0-43 Montividiu, GO

SP-25 Pirassununga, SP

PR-71 Toledo, PR

PR-72 Luiziana, PR

PR-73 Sertanépolis, PR

MS-24 Chapadéo do Sul, MS

MS-25 Laguna Carapé, MS
Entressafra 2017

SP-286 Casa Branca, MS

MS-26 Chapadéo do Sul, MS

MT-44 Sorriso, MT

GO-44 Rio Verde, GO

BA-48 Roda Velha, BA

& 12 Safra 2017
m 23 Safra 2017
4 Entressafra 2017

Primeira safra 2018
BA-49 S&o Desidério, BA
G0O-45 Cristalina, GO
GO-46 Rio Verde, GO
MG-26 Araguari, MG
PR-75 Castro, PR
PR-76 Toledo, PR
RS-24 Santo Angelo
RS-26 Ndo Me Toque, RS
SC-7 Chapecé, SC
SP-27 Casa Branca, SP }// 0 250 500 1000 Km

Figura 1. Populagbes de campo utilizadas no monitoramento da suscetibilidade de
S. frugiperda a spinetoram.
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3.2.5. Estimativa da frequéncia do alelo que confere resisténcia de S.

frugiperda a spinetoram

A estimativa da frequéncia do alelo que confere resisténcia de S. frugiperda
a spinetoram foi realizada com o método de F, screen descrito por Andow e Alstad
(ANDOW; ALSTAD, 1998), a partir de populacfes coletadas nas principais regides
brasileiras produtoras de milho na segunda safra de 2016 (7 populacdes),
entressafra 2016 (4 populacdes), primeira safra 2017 (4 populagcbes) e uma
populacdo na segunda safra 2017 (Figura 2).

Populagédo Cidade, estado
Segunda safra2016
MS-22 Rio Brilhante, MS
MT-35 Sapezal, MT } Yot
PR-65 Peabiru, PR / AT
SP-22 Casa Branca, SP '/«.! l{}@
BA-44  RodaVelha, BA { pe i
BA-BAR Barreiras, BA
MT-LRV Lucas do Rio Verde, M
Entressafra 2016 BA

G0-39 Rio Verde, GO

SP-23 Séo Jodo da Boa Vista, SP

BA-45 Séo Desidério, BA

MT- 38 Lucas do Rio Verde, MT
Primeira safra 2017 ,cf",_?j

PR-70 Cascavel, PR

G0O-41 Rio Verde, GO

BA-47 Luis Eduardo Magalhaes, BA

>z

22 Safra 2016

L ]
SP-24 Casa Branca, SP m Entressafra2016/17
Segunda safra2017 # 12Safra2017
MT-40 Lucas do Rio Verde, MT 0 250 500  1000Km A 22Safra2017

I T T T—

Figura 2. Populagbes de campo de S. frugiperda utilizadas para estimativa da
frequéncia do alelo que confere resisténcia a spinetoram.

As populacdes foram coletadas e enviadas ao laboratorio conforme descrito
no tépico 3.2.1. As pupas de cada populacdo destinada ao F, screen foram
individualizadas sobre bandeja (30x40 cm) forrada com papel filtro umedecido, onde
cada pupa foi coberta com copo plastico transparente (50 ml) até a emergéncia dos
adultos. Apés a emergéncia dos adultos, foram formados casais (F;) alocando-os em

copos plasticos (500 ml) com abertura para baixo sobre um prato de plastico forrado
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com disco de papel jornal, formando uma gaiola. Cada casal representou uma
isolinha. As gaiolas continham um recipiente plastico (3 cm x 1 cm) com solucéo de
mel a 10% para alimentagdo dos adultos e foram mantidas em ambiente controlado
(25 £ 2°C, 60 = 10% UR e fotofase de 14h). O copo e o disco de papel jornal que
servem de substrato para oviposicado foram trocados a cada dois dias e as posturas
existentes colocadas dentro do copo plastico (500ml) respectivo da isolinha,
juntamente com um pedaco de papel filtro umedecido. Os copos foram mantidos em
temperatura de 25 = 2°C, 60 = 10% UR e fotofase de 14 h até a eclosdo das lagartas
(geracéo F;). Posteriormente, as lagartas neonatas F; foram inoculadas em copos
plasticos (100 ml) contendo dieta artificial. Quando as lagartas atingiram o 3° instar,
foram inoculadas uma lagarta por célula em trés placas de 32 células (Advento do
Brasil, S&o Paulo, Brasil) contendo dieta artificial, totalizando 96 lagartas para cada
isolinha. As lagartas permaneceram nas placas até a fase de pupa, quando foram
transferidas para gaiolas de PVC (10 x 25cm), revestidas internamente com papel
jornal, até a emergéncia dos adultos da geracao F,. Os adultos foram alimentados
com solucao de mel 10%. O papel jornal foi trocado a cada trés dias e as posturas
recortadas e colocadas em copos plasticos (100ml), juntamente com um pedaco de
papel filtro umedecido. Os copos com posturas foram mantidos em sala de criacao
em temperatura de 25 + 2°C, 60 + 10% UR e fotofase de 14 h até a eclosédo das
lagartas correspondentes a progénie F,. Lagartas neonatas F, foram inoculadas em
copos plasticos (100ml) contendo dieta artificial, onde foram mantidas até atingirem
o 3° instar, quando foram realizados os bioensaios.

Os bioensaios com a progénie F, de cada isolinha formada foram realizados
utilizando a concentracdo diagnéstica de 5,6 pug de spinetoram/mL (descrita no item
3.2.3). Para cada isolinha foram testadas 120 lagartas utilizando cinco placas de 24
células (Corning® Costar®, Sigma-Aldrich Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil).

As isolinhas que apresentaram sobreviventes apds as 48h, as lagartas foram
resgatadas em copos plasticos (50mL) contendo dieta artificial e mantidas até
atingirem a fase adulta, critério adotado para considerar uma isolinha positiva.

Para estimar a frequéncia do alelo que confere resisténcia (E[p]) de S.
frugiperda a spinetoram, os numeros de isolinhas testadas (N) e positivas (s) foram

analisados pela equagéao [1] descrita por Andow; Alstad (1998).
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s+1
1 Elpl = 2

As frequéncias do alelo que confere resisténcia e os respectivos intervalos
de confianca (95% IC) foram estimados utilizando a fungcé&o binom.bayes do pacote
binom no software R 3.3.2 (R CORE TEAM, 2017).

Com o intuito de verificar possiveis diferencas na frequéncia do alelo que
confere resisténcia em populagbes de S. frugiperda a spinetoram entre os estados
brasileiros avaliados, as frequéncias de resisténcia foram agrupadas por estados,
exceto o estado do Mato Grosso do Sul por falta de repeticdo. Os seis grupos
formados (BA, GO, MT, SP e PR) foram comparados em pares, utilizando a funcao
pairwise.t.test (nivel a = 0.05) do pacote pairwise no software R 3.3.2 (R CORE
TEAM, 2017).

3.3. Resultados
3.3.1. Linhas-béasica da suscetibilidade de S. frugiperda a spinetoram

Foram observadas baixas variacfes naturais nas respostas de populacdes
de S. frugiperda ao inseticida spinetoram (Tabela 3; Figura 3). De acordo com as
curvas de concentragado-resposta, as CLsy das populagdes variaram de 0,97 a 2,98
pHg de spinetoram/mL de agua (Tabela 3). Essa variacdo explica a diferenca na
suscetibilidade das populacdes brasileiras de S. frugiperda a spinetoram. Essas
diferencas significativas foram observadas em cinco das seis populacbes em
comparacao a suscetibilidade da linhagem suscetivel (SUS), mediante a analise da
sobreposicao dos intervalos de confianca das CLsy. Apenas a populacdo SP-22 com
CLso(IC 95%) de 1,19 pg/mL (1,06-1,34) nado diferiu de forma significativa da
populacdo SUS com CLsg de 0,97 pg/mL (0,86-1,08). Os coeficientes angulares (x
desvio padrdo) que representam as inclinacbes das retas de respostas das
populacdes utilizadas variaram de 2,62 (£ 0,49) para a populacdo MS-22 e 3,86 (+
0,36) para SP-22 (Tabela 3; Figura 3).
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Tabela 3. Concentracdo-resposta de lagartas de S. frugiperda expostas a
spinetoram por meio de bioensaio de ingestéo, tratamento superficial da dieta.

Populagdo n'  Coef. Ang. (:EPM?)  CL 5 (IC 95%)° ¢** gI° h®

SUS 784 3,82 (+0,35) 0,97 (0,86-1,08) 104 4 0,26
MT-35 782 3,31 (£0,21) 1,85(1,66-2,05) 568 4 1,42
MS-22 589 2,63 (+0,45) 1,98 (1,12-2,72) 14,36 6 2,39
PR-65 790 3,18 (+0,21) 1,72 (1,54-1,92) 5 4 1,25
SP-22 788 3,86 (+0,36) 1,19 (1,06-1,34) 4,83 4 1,21

BA-BAR 812 3,06 (+0,54) 2,98 (1,88-3,77) 10,6 5 211
MT-LRV 788 2,99 (+0,21) 1,78 (1,58-2,00) 2,49 4 0,62

" niimero de insetos testados; ° Erro padrdo da média; ° Concentracdo letal 50 (ug/mL i.a.) e intervalo de
confianca a 95%; * valor do qui-quadrado calculado; ° graus de liberdade (g.l.); 6 Heterogeneidade.

8
7 =
sus
64 0SS | MT-35
———— MS-22
5 —— PR-65
L 57 — — sP-22
——— BA-BAR
qd ——— MT-LRV
3 -
2 1+

ug de spinetoram/mL"™

Figura 3. Curvas de concentracdo-resposta das populacdes de S. frugiperda
expostas ao inseticida spinetoram por meio de bioensaio de ingestao.

Com base na analise conjunta das curvas de concentracdo-mortalidade das
populacdes foi possivel estimar a CLgg (IC 95%) de 6,7 (5,43-8,94) ug de i.a./mL. A
concentragdo diagnostica (CD) definida foi de 5,6 pg de spinetoram/mL
(concentracdo logaritmica mais préoxima da ClLgg, dentro do intervalo de confianca;

visto que a proxima concentracdo espacada de forma logaritmica é de 10 ug de
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i.a./mL e nado esta dentro do intervalo de confianca). A concentracao diagndstica de
5,6 pg de spinetoram/mL que proporciona mortalidade proxima de 99 % sera
utilizada para o monitoramento da suscetibilidade e estimativa da frequéncia do alelo

gue confere resisténcia de S. frugiperda a spinetoram.

3.3.2. Monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda a spinetoram

Foram verificadas diferencas significativas nas suscetibilidades das
populacbes de campo de S. frugiperda submetidas ao monitoramento com o
inseticida spinetoram (C.D. = 5,6 ug de spinetoram/mL) (df = 50,941; P<0,001). As
sobrevivéncias das populacées monitoradas neste estudo variaram de 0 a 30,2%,
com as menores sobrevivéncias registradas nos municipios de Luiziana, PR (PR-72)
e Laguna Carapd, MS (MS-25), j& a maior sobrevivéncia foi registrada em Roda
Velha, BA (BA-48) (Tabela 4).

Tabela 4. Sobrevivéncia das populacbes de S. frugiperda submetidas ao
monitoramento da suscetibilidade a spinetoram pela exposicdo a concentracédo
diagndstica (5,6 pg de spinetoram/mL).

Codigo Cidade, estado N°l 9% Sobrevivéncia + EPM?
SUS Sete Lagoas, MG 480 0,0+0,0
Segunda safra 2016

GO-38 Rio Verde, GO 312 0,64 + 0,49
MS-22 Rio Brilhante, MS 480 1,04 £ 0,60
MS-23 Chapadéo do Sul, MS 480 5,21+ 2,09
MT-35 Sapezal, MT 480 4,37 + 1,30
MT-36 Lucas do Rio Verde, MT 504 1,19+ 0,51
MT-37 Campo Verde, MT 480 1,46 + 0,55
MT-LRV  Lucas do Rio Verde, MT 480 7,29+ 1,72
PR-64 Cornélio Procopio, PR 480 0,63+0,34
PR-65 Peabiru, PR 480 0,42 £ 0,29
PR-66 Palotina, PR 480 0,42 £ 0,29
SP-22 Casa Branca, SP 528 2,08 £ 0,86

BA-44 Roda Velha, BA 240 9,17 £ 3,15
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Cédigo Cidade, estado N°l 9% Sobrevivéncia + EPM?
BA-BAR Barreiras, BA 473 529+1,11
Entressafra 2016
GO-39 Rio Verde, GO 360 0,83+0,44
SP-23 Séo Joédo da Boa Vista, SP 480 25+0,76
BA-45 S&o Desidério, BA 480 4,58 +1,24
MT-38 Lucas do Rio Verde, MT 480 4,37 £ 1,33
Primeira safra 2017
PR-69 Tibagi, PR 501 0,65 +0,48
RS-22 Sto. Antonio do Planalto, RS 480 1,67 +0,76
RS-23 Santo Angelo, RS 480 1,46 + 0,87
MG-25 Tupaciguara, MG 480 7,92 2,42
SC-6 Guatambu, SC 480 0,42 £ 0,29
GO-41 Rio Verde, GO 480 521+1,76
GO-42 Cristalina, GO 456 0,88 £ 0,51
BA-47 Luis Eduardo Magalhées, BA 480 3,54 £ 0,92
SP-24 Casa Branca, SP 480 2,71+ 1,39
Segunda safra 2017
MT-40 Campo Verde, MT 456 0,88 £ 0,40
MT-41 Sapezal, MT 480 0,63 + 0,63
MT-42 Campo Verde, MT 480 0,83+ 0,38
GO-43 Montividiu, GO 504 2,78 £ 0,97
SP-25 Pirassununga, SP 528 1,89 £ 0,85
PR-71 Toledo, PR 480 4,37 +1,15
PR-72 Luiziana, PR 288 0,0+0,0
PR-73 Sertanépolis, PR 480 1,46 £ 0,87
MS-24 Chapadéo do Sul, MS 264 0,38 £ 0,38
MS-25 Laguna Carapa, MS 480 0,0£0,0
Entressafra 2017
SP-26 Casa Branca, SP 480 292+0,61
MS-26 Chapadéo do Sul, MS 480 1,25+0,61
MT-44 Sorriso, MT 480 6,25+ 1,15
GO-44 Rio Verde, GO 504 0,59 + 0,33
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Cédigo Cidade, estado N°l 9% Sobrevivéncia + EPM?
BA-48 Roda Velha, BA 480 30,21 + 3,56
Primeira safra 2018

BA-49 Sao Desidério, BA 480 19,17 + 3,06
GO-45 Cristalina, GO 480 7,71+1,61
GO-46 Rio Verde, GO 480 6,67 £ 2,01
MG-26 Araguari, MG 480 583+1,64
PR-75 Castro, PR 480 2,5+0,88

PR-76 Toledo, PR 480 6,67 +1,94
RS-24 Santo Angelo 624 0,32+0,22
RS-26 N&o Me Toque, RS 480 1,25+0,44
SC-7 Chapeco, SC 480 0,83 +0,38
SP-27 Casa Branca, SP 504 0,99 + 0,57

"Nidmero de insetos testados na concentragéo diagndstica.

“Médias de sobrevivéncia + erro padrio médio.

A sobrevivéncia das populacdes de S. frugiperda na segunda safra 2016

variaram de 0,42% a 9,17%, com média de 2,82%. As menores sobrevivéncias

foram registradas em Peabiru, PR (PR-65) e Palotina, PR (PR-66), e a maior na

Bahia (BA-44). Na entressafra 2016 a sobrevivéncia média foi de 3,17%, com

populacdes que variaram de 0,83% a 4,58%, onde, a populacdo de Rio Verde, GO

(GO-39) foi a mais suscetivel com 0,83% de sobrevivéncia e a populacdo de Séo

Desidério, BA (BA-45) foi a que registrou a maior sobrevivéncia (Tabela 4; Figura 4).
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Figura 4. Sobrevivéncia média de S. frugiperda a spinetoram ao longo das safras.
*Safras que diferiram da safra de referéncia (22/2016) (P<0,05).

Na primeira safra 2017 a variacdo na sobrevivéncia foi de 0,42% a 7,92%,
com sobrevivéncia média de 2,82%. A menor sobrevivéncia foi observada na
populacdo de Guatambu, SC (SC-6) e a maior no municipio de Rio Verde, GO (GO-
41). Na segunda safra 2017 com média de 1,38% de sobrevivéncia, duas
populacdes ndo registraram sobreviventes, uma de municipio de Luiziana, PR (PR-
73) e outra no municipio de Laguna Carapa, MS (MS-25). A populagdo do municipio
de Toledo, PA (PR-71) foi a populacdo com maior sobrevivéncia na safra (4,37%)
(Tabela 4; Figura 4)

Na entressafra 2017 foi registrada no distrito de Roda Velha, BA (BA-48)
sobrevivéncia de 30,2%, maior sobrevivéncia obtida neste monitoramento. A média
de sobrevivéncia da entressafra 2017 foi de 8,17%, com menor sobrevivéncia
(0,59%) registrada no municipio de Rio Verde, GO (GO-44). Para a primeira safra
2018, ultima safra monitorada neste estudo, a sobrevivéncia das populacdes variou
de 0,32% a 19,17%, com média de 5%. A menor sobrevivéncia foi registrada no
municipio de Santo Angelo, RS (RS-24) e a maior no municipio de S&o Desidério,
BA (BA-49) (Tabela 4; Figura 4).
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Quando avaliada a sobrevivéncia de S. frugiperda a spinetoram ao longo
das safras, o efeito foi significativo (df = 5,986; P=2,57e™%). Diante disso, tomando
como ponto de comparagao a segunda safra 2016 (primeira safra monitorada neste
estudo), foi observado o aumento da sobrevivéncia de S. frugiperda ao longo das
safras. Nas duas safras subsequentes, entressafra 2016 e primeira safra 2017 o
aumento foi de apenas 14% e 0,24%, respectivamente, ndo diferenciando de forma
significativa. Ja na segunda safra 2017 houve diminui¢cdo significativa de 50% na
sobrevivéncia. No entanto, na entressafra 2017 houve um aumento de 190%, sendo
a maior sobrevivéncia registrada neste estudo. Na primeira safra de 2018 a
sobrevivéncia se manteve significativamente elevada, 78 vezes maior que a primeira
safra monitorada neste estudo (22/2016) (Tabela 4; Figura 4).

Quando avaliada a sobrevivéncia de S. frugiperda a spinetoram por estado,
o efeito foi significativo (df = 8, 983; P<0,001). A maior sobrevivéncia (12,25%) foi
observada para as populacbes coletadas no estado da Bahia (BA), diferindo de

forma significativa das populagcdes dos demais estados avaliados (Tabela 5).

Tabela 5. Sobrevivéncia média de S. frugiperda a spinetoram por estado.

Estado - UF %Sobrevivéncia + EPM'
Bahia - BA 12,25 +1,35
Minas Gerais - MG 6,88+ 1,47 *
Goias - GO 3,36 +0,49 *
Mato Grosso - MT 3,03+0,37*
Sao Paulo 2,13+0,36 *
Parana - PR 1,95+0,34*
Mato Grosso do Sul - MS 1,69+0,53*
Rio Grande do Sul - RS 1,11+£0,29*
Santa Catarina - SC 0,63+0,24*

*Médias que diferiram do estado da Bahia (P<0,05).

Ao avaliar o fator safra na sobrevivéncia de S. frugiperda no estado da
Bahia, o efeito foi significativo (df= 4, 105; P<0,001), uma vez que houveram
aumentos de 362% e 193% na entressafra 2017 e primeira safra 2018,
respectivamente, comparada a primeira safra avaliada (23/2016). As populagbes BA-

48 (Roda Velha, BA) e BA-49 (Sao Desidério, BA) sdo responsaveis por esse grande
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aumento, ambas da regido oeste da Bahia. Para o estado de Minas Gerais, avaliado
apenas na primeira safra dos anos agricolas de 2017 e 2018, foi observada
diminuicdo de 26% na sobrevivéncia, nao diferindo de forma significativa (P=0,538)
(Figura 5).

Bahia Minas Gerais
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Figura 5. Sobrevivencia média de S. frugiperda a spinetoram nos estados da Bahia
e Minas Gerais.

3.3.3. Estimativa da frequéncia do alelo que confere resisténcia de S.

frugiperda a spinetoram

O alelo de resisténcia foi encontrado em todas as populacdes testadas pela
técnica do F, screen, com frequéncias alélicas (IC 95%) de 0.0107 (0.0035 — 0.0218)
(MT-40 — Lucas do Rio Verde, MT) a 0.1688 (0.1298 — 0.2116) (BA-BAR — Barreiras,
BA) (Tabela 6).

Na segunda safra 2016 foram testadas 385 isolinhas, sendo 83 delas
positivas, a frequéncia do alelo de resisténcia (IC 95%) foi de 0.056 (0.0453 —
0.0679), com maior frequéncia estimada para a populacdo BA-BAR (Barreiras, BA) e
menor para MS-22 (Rio Brilhante, MS) com frequéncias de 0.1688 (0.1298 — 0.2116)
e 0.0167 (0.0046 — 0.03693) respectivamente (Tabela 6).

Na entressafra 2016/17 com 293 isolinhas testadas e 89 positivas para a
presenca do alelo de resisténcia, a frequéncia alélica (IC 95%) foi de 0.0772 (0.0628
— 0.093). Semelhante a safra anterior o estado da Bahia foi responsavel pela maior
frequéncia 0.1493 (0.1106 — 0.1926) (Sao Desidério, BA) e o estado de S&o Paulo
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pela menor frequéncia 0.0216 (0.0071 — 0.0438) (Sao Jodo da Boa Vista, SP)
(Tabela 6).

Na primeira safra 2017 novamente o estado da Bahia foi responsavel pela
maior frequéncia do alelo de resisténcia (IC 95%) 0.118 (0.0866 — 0.1534) (BA-47 —
Luis Eduardo Magalhaes, BA) e o estado do Parana pela menor frequéncia 0.0119
(0.0039 — 0.0243) (PR-70 — Cascavel, PR). Com 299 isolinhas testadas e 56
positivas a frequéncia estimada para a safra foi de 0.0489 (0.0375 — 0.0616).

Na segunda safra de 2017 foi estimado a frequéncia do alelo de resisténcia
apenas para uma populacdo do Mato Grosso (MT-40 — Lucas do Rio Verde, MT),
com 115 isolinhas testadas e 4 positivas a frequéncia estimada de 0.0107 (0.0035 —
0.0218) foi a menor observada em todas as populacdes avaliadas no experimento
(Tabela 6).

Em sintese, foram testadas 1092 isolinhas em trés safras e uma entressafra
de milho em dois anos, onde, 232 isolinhas foram positivas para a presenca do alelo
de resisténcia, fornecendo uma frequéncia estimada de resisténcia (IC 95%) de
0.055 (0.0485 — 0.0619) ao inseticida spinetoram em populacdes brasileiras de S.
frugiperda (Tabela 6).

Tabela 6. Estimativa da frequéncia do alelo que confere resisténcia a spinetoram em
diferentes populacdes brasileiras de S. frugiperda.

Codigo  Cidade,estado o SRR T ey
Segunda safra 2016

MS-22 Rio Brilhante, MS 120 80 58 3 0.0167 (0.0046 - 0.0363)
MT-35 Sapezal, MT 62 41 38 4 0.0313 (0.0103 - 0.0632)
PR-65 Peabiru, PR 144 103 77 9 0.0317 (0.0153 - 0.0535)
SP-22 Casa Branca, SP 125 95 69 8 0.0317 (0.0147 - 0.0550)
MT-LRV Lucas do Rio Verde, MT 143 95 65 6 0.0261 (0.0106 - 0.0483)
BA-BAR Barreiras, BA 136 86 78 53 0.1688 (0.1298 - 0.2116)

Entressafra 2016

GO-39  Rio Verde, GO 127 94 83 26 0.0794 (0.0532 — 0.1104)
SP-23 g'P Jodo da Boa Vista, o, g, 56 4 0.0216 (0.0071 - 0.0438)
BA-45  S&o Desidério, BA 150 98 70 42 0.1493 (0.1106 - 0.1926)

MT-38  Lucas do Rio Verde, MT 150 97 84 17 0.0523 (0.0314 - 0.0782)
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Codigo  Cidade.estado o SR T ey
Primeira safra 2017
PR-70 Cascavel, PR 113 72 103 4 0.0119 (0.0039 - 0.0243)
GO-41 Rio Verde, GO 88 54 43 6 0.0389 (0.0159 - 0.0716)
BA-47 Luis E. Magalhaes, BA 151 101 87 41 0.1180 (0.0866 - 0.1534)
SP-24 Casa Branca, SP 150 114 66 5 0.0221 (0.0082 - 0.0426)
Segunda safra 2017
MT-40 Lucas do Rio Verde, MT 152 122 115 4 0.0107 (0.0035 - 0.0218)
TOTAL 1905 1314 1092 232 0.0550 (0.0485 - 0.0619)

YIntervalo de confianga a 95%.

O agrupamento dos dados de frequéncia do alelo de resisténcia por estado,
possibilitou observar maior frequéncia de resisténcia (IC 95%) para o estado da
Bahia 0.1445 (0.1228 — 0.1676) e menor para o estado do Mato Grosso do Sul
0.0167 (0.0046 — 0.0363) (Tabela 7).

A comparacdo em pares “pairwise” permitiu observar que a frequéncia de
resisténcia do estado da Bahia diferiu significativamente dos estados de Goias, Mato
Grosso, Parana e Sao Paulo (p = 0.0055; p = 0.0002; p = 0.00046; p = 0.00027),
respectivamente, e as frequéncias de Goias, Mato Grosso, Parana e Sdo Paulo ndo
diferiram entre si (p > 0.05), mesmo Mato Grosso do Sul ndo estando incluido na
andlise, ele apresenta a menor frequéncia alélica, assumindo assim sua similaridade

com os demais estados, exceto Bahia (Tabela 7).

Tabela 7. Estimativa da frequéncia do alelo que confere resisténcia de S. frugiperda
a spinetoram nos estados brasileiros avaliados.

Cidade. estado Isolinhas Isolinhas Isolinhas FZ. Frequéncia dolélelo R
’ Fo F. Testadas Positivas (IC 95%)™
Bahia, BA 437 285 235 136 0,1445 (0,1228 - 0,1676) *
Goias, GO 215 148 126 32 0,0645 (0,0449 - 0,0873)
Mato Grosso, MT 507 355 302 31 0,0263 (0,0181 - 0,0360)
S&o Paulo, SP 369 271 191 17 0,0233 (0,0139 - 0,0351)
Parang, PR 257 175 180 13 0,0192 (0,0106 - 0,0304)
Mato Grosso do Sul, MS 120 80 58 3 0,0167 (0,0046 - 0,0363)

" Intervalo de confianca a 95%.
Frequéncias que diferiram significativamente pela comparacdo em pares “pairwise” (pairwise.t.test, nivel a =
0.05).
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3.4. Discusséao

As respostas das populacdes de S. frugiperda utilizadas para caracterizagao
das linhas-basica de suscetibilidade foram bastante préximas, com coeficientes
angulares elevados (>2,5) e variacdo de apenas quatro vezes nos valores de CLsg
(0,97 a 2,98 g i.a./mL) com sobreposicdo dos intervalos de confianca. De acordo
com Hoskins e Gordon (1956) os coeficientes angulares obtidos com as curvas de
concentracdo-mortalidade medem a heterogeneidade da populacdo. Coeficientes
angulares elevados (>2) sdo caracteristicos de populacdes homogéneas, enquanto
coeficientes baixos (<2) caracteriza heterogeneidade (AHMAD; ARIF; AHMAD,
1995). Diante desses resultados podemos dizer que as populacdes utilizadas para
construcdo da linha basica sdo homogéneas, assim como a suscetibilidade entre
elas, uma vez que existe pequena variagao nas CLs entre as populagcbes de campo.

A realizacdo do monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda a
spinetoram permitiu observar a existéncia de diferencas nas suscetibilidades das
populacdes de campo em todas as safras avaliadas, bem como o aumento
significativo da sobrevivéncia ao longo das safras. As maiores sobrevivéncias na
concentracdo diagnostica foram observadas nos estados da Bahia, Minas Gerais,
Goias e Mato Grosso, que de acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento,
juntos correspondem aproximadamente 46% de toda a area cultivada de milho na
safra 2017/18 (CONAB, 2018). A grande area cultivada de milho, aliada ao aumento
na utilizagdo de spinetoram devido sua alta eficiéncia no controle de S. frugiperda
em milho Bt e ndo Bt (BURTET et al., 2017), tem contribuido para o aumento da
sobrevivéncia (justificativa embasada na ficha de coleta das populacdes de campo,
que relatam com maior frequéncia a utilizacdo do produto comercial Exalt®).

No estado da Bahia, o municipio de Sao Desidério e Roda Velha (distrito de
Sao Desidério), foram os responsaveis pelas maiores sobrevivéncias obtidas neste
estudo. Nos ultimos anos, a microrregido de Barreiras, no oeste baiano, que abrange
sete municipios entre eles Sao Desidério, se tornaram uma das principais fronteiras
agricolas brasileiras (ILARIO, 2013; SANO et al., 2011), com condi¢cfes climaticas
favoraveis e emprego de tecnologia adequada para producdo durante todo o ano
agricola, assim, favorecendo a sobrevivéncia e sele¢cdo de pragas como S.
frugiperda. O monitoramento da sobrevivéncia de S. frugiperda a spinetoram no

estado de Minas Gerais merece atencdo nas préoximas safras, mesmo que tenha
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apresentado uma pequena diminuicdo na suscetibilidade neste monitoramento. Isso
porque Minas Gerais é o estado com maior area cultivada de milho primeira safra no
pais (safras 2016/17 e 2017/18) (CONAB, 2018).

Partindo do proposto por Roush e McKenzie (1987) de que em uma
populacdo sem presséao de selecéo, a frequéncia inicial de alelos de resisténcia varia
de 102 a 10™3. A frequéncia estimada (IC 95%) do alelo que confere a resisténcia de
S. frugiperda a spinetoram pela técnica do F, screen de 0.055 (0.0485 — 0.0619) foi
elevada, indicando um alto risco de evolucdo da resisténcia, principalmente devido a
utilizacdo prévia de spinosad para o controle de S. frugiperda conferindo resisténcia
cruzada com spinetoram. Esse resultado evidencia a necessidade de implantacdo
de um manejo de resisténcia eficiente a espinosinas no Brasil. O estado da Babhia,
representado por populacbes da microrregido de Barreiras foi o que apresentou
maior frequéncia do alelo de resisténcia (0,1445), que sob pressdo de selecéo
refletiu em aumentos na sobrevivéncia nas safras subsequentes de até 362% para
populacdes da mesma microrregido (resultado obtido com o monitoramento da
suscetibilidade).

Neste estudo ficou evidenciado o alto risco de evolucdo da resisténcia de S.
frugiperda a spinetoram, devido a presencga do alelo de resisténcia em todos 0s
estados avaliados, com frequéncia elevada. Isso por que, a frequéncia de resisténcia
elevada atrelada a constante presséo de selecdo, séo alguns dos principais fatores
responsaveis pela evolucdo da resisténcia, por favorecer a sobrevivéncia de
individuos resistentes no campo (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977a, 1977b). O risco
de evolucdo da resisténcia pode ser diagnosticada com a realizacdo de
monitoramento seja ele fenotipico ou genotipico, afim de identificar alteracbes na
suscetibilidade e frequéncia de resisténcia das populacdes e assim orientar na
tomada de decisdo para retardar a evolucdo de resisténcia (ANDOW; ALSTAD,
1998; ANDOW,; IVES, 2002; ENGELS et al., 2010; ROUSH; MILLER, 1986). Como
observado neste estudo, onde, na primeira safra avaliada (segunda safra 2016) a
populacdo BA-BAR (Barreiras, BA) apresentou uma frequéncia de resisténcia de
0,1688 (mais elevada que a média geral) com sobrevivéncia no monitoramento
fenotipico de 5,29%, e com o decorrer de cinco safras/entressafra essa
sobrevivéncia saltou para 19,17% e 30,21%, para populagbes da mesma
microrregido (Barreiras, Bahia).
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Diante da magnitude do problema de resisténcia de S. frugiperda aos
inseticidas disponiveis no mercado, associado ao alto custo e dificuldade de
descoberta, desenvolvimento, registro e lancamento de novos inseticidas, € de
grande importancia a implementacao de programas de manejo de resisténcia com o
objetivo de retardar a evolucéo de resisténcia (MCDOUGALL, 2016; SPARKS, 2013;
SPARKS; LORSBACH, 2017), principalmente aos grupos quimicos mais recentes
como € o caso das espinosinas, que ainda apresentam eficiéncia no controle. Bem
como, a implementacgéo eficiente do Manejo Integrado de Pragas (MIP), tendo em
mente que o controle quimico é uma ferramenta dentro do MIP, e que existem

outras taticas de controle.

3.5. Conclusdes

e Houve diminuicdo na suscetibilidade ao inseticida spinetoram nas populacdes

brasileiras de S. frugiperda no decorrer das safras de 2016 a 2018;

e O alelo da resisténcia de S. frugiperda ao inseticida spinetoram foi encontrado

em altas frequéncias nas principais regides produtoras de milho do Brasil.
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4. PADRAO DE HERANCA DA RESISTENCIA DE Spodoptera frugiperda (J. E.
SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) A SPINETORAM

RESUMO

O conhecimento de bases genéticas da resisténcia é de fundamental
importancia para programas de Manejo da Resisténcia de Insetos (MRI). Com 0 aumento
de uso de espinosinas para o controle de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) no Brasil, o
objetivo deste estudo foi selecionar uma linhagem resistente a spinetoram em condicfes
de laboratorio para caracterizar o padrao de heranca da resisténcia a este inseticida em
S. frugiperda. A linhagem de S. frugiperda resistente a spinetoram foi isolada a partir do
método de F, screen realizado em uma populagédo proveniente da cultura do milho da
regido Oeste da Bahia coletada na safra de 2016. Os valores de CLsg (95% IC) obtidos
pelos bioensaios de concentracdo-resposta foram de 0,635 (0,555 — 0,730) pg de
spinetoram /mL para a linhagem suscetivel (SUS) e de 1170,96 (1041,61 — 1323,89) ug
de spinetoram/mL para a linhagem resistente a spinetoram (SPT-R), resultando em uma
razdo de resisténcia de 1844 vezes. A populacdo SPT-R apresentou alta resisténcia
cruzada com spinosad. Os cruzamentos reciprocos entre as linhagens SUS e SPT-R
revelaram que a resisténcia de S. frugiperda a spinetoram € autossémica e
incompletamente recessiva. Os retrocruzamentos da progénie F; com a linhagem SPT-R
evidenciaram que a resisténcia possui efeito poligénico. A estimativa do nimero efetivo
de loci com contribuicdes iguais de efeito para a resisténcia foi de 1,18 a 1,76, sugerindo
gue a resisténcia de S. frugiperda a spinetoram esta associada a poucos genes. O
padréo de heranca da resisténcia de S. frugiperda a spinetoram foi caracterizado como
autossbmico, incompletamente recessivo e poligénico. Os resultados apresentados
nesse estudo fornecem subsidios para elaboracdo de programas proativos para o
manejo da resisténcia de S. frugiperda no Brasil.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho; Espinosinas; Herdabilidade; Manejo de resisténcia
de insetos

ABSTRACT

The knowledge of genetic bases of resistance is of great importance in Insect
Resistance Management (IRM) programs. With the increase in the use of spinosyns to
control Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), the objective of this research was to select a
spinetoram-resistant strain under laboratory conditions to characterize the inheritance of
resistance to this insecticide in S. frugiperda. The spinetoram-resistant strain was
selected using F2 screen method in a maize field-collected population from Western
Bahia region during 2016 growing season. LCsy values (95% CI) obtained from
concentration-response bioassays were 0.63 (0.55-0.73) ug spinetoram/mL for the
susceptible strain (SUS) and 1170.96 (1041,61 - 1323.89) ug spinetoram/mL for the SPT-
R strain, resulting in a resistance ratio of 1,844-fold. The SPT-R strain showed high
cross-resistance to spinosad. The reciprocal crosses between SUS and SPT-R showed
that the S. frugiperda resistance to spinetoram is autosomal and incompletely recessive.
The backcrossing of the progeny F; with the SPT-R strain showed that the resistance has
a polygenic effect. The estimation of the effective number of loci with equal resistance
effect contributions was from 1.18 to 1.76, suggesting that the resistance of S. frugiperda
to spinetoram is associated to few genes. The inheritance pattern of S. frugiperda
resistance to spinetoram was characterized as autosomal, incompletely recessive and
polygenic. The results presented in this study provide information for implementing a
proactive IRM program of S. frugiperda in Brazil.

Keywords: Fall armyworm; Spinosyns; Heritability; Insect resistance management
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4.1. Introducao

O uso de inseticidas foi por muitos anos a principal tatica empregada para o
controle de S. frugiperda, o que contribuiu para a evolucdo da resisténcia a
diferentes grupos quimicos (CARVALHO et al., 2013; DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO,
2001; NASCIMENTO et al., 2016). A utilizacdo de grupos quimicos com diferentes
mecanismos de acdo é de fundamental importancia para a implantacdo de um
programa de manejo de resisténcia. Diante disso, os inseticidas do grupo quimico
das espinosinas (moduladores alostéricos dos receptores nicotinicos da acetilcolina)
introduzidos no mercado em 1997 com o inseticida spinosad e posteriormente em
2007 com o spinetoram, sdo importantes ferramentas no controle de lepidépteros
praga (CROUSE et al.,, 2001), devido ao mecanismo de agdo Unico, elevada
eficiéncia e baixa toxidade a insetos benéficos (SPARKS; CROUSE; DURST, 2001).

Spinetoram é uma molécula semissintética com maior atividade inseticida,
maior eficacia, maior controle residual e atributos toxicolégicos positivos que seu
antecessor, spinosad (DRIPPS et al., 2008). Casos de resisténcia a spinetoram ja
foram relatados para Drosophila melanogaster (Meigen) (Diptera: Drosophilidae)
(WATSON et al., 2010), Choristoneura rosaceana (Harris) (Lepitoptera: Tortricidae)
(SIAL; BRUNNER; GARCZYNSKI, 2011), Diaphorina citri (Kuwayama) (Hemiptera:
Lividae) (TIWARI et al., 2011), Plutella xylostella (Linnaeus) (Lepidoptera:
Plutellidae) e Frankliniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae) (LIMA
NETO et al., 2016; WANG et al., 2016). Recentemente, foi relatado o primeiro caso
de resisténcia a spinosad em populagdes de S. frugiperda (OKUMA et al., 2017).
Porém, ainda nao foi registrado nenhum caso de resisténcia de S. frugiperda a
spinetoram.

Por ser um inseticida com alta eficiéncia contra insetos da ordem
Lepidoptera, incluindo S. frugiperda, spinetoram tem sido usado com frequéncia no
controle desta praga em cultivos de milho convencional e milho que expressam
proteinas de Bacillus thuringiensis Berliner (milho Bt) no Brasil, demonstrando
grande eficacia (BURTET et al.,, 2017). Retardar a evolucédo da resisténcia de S.
frugiperda a este inseticida se torna fundamental a medida que sé&o relatadas falhas
no controle e casos de resisténcia em cultivos Bt (FARIAS et al., 2014; OMOTO et
al., 2016). Diante disso, se faz necessaria a realizacdo de estudos para

compreensao das bases genéticas associadas a resisténcia de S. frugiperda a
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spinetoram. A caracterizacdo da resisténcia juntamente com o conhecimento das
bases genéticas associadas a resisténcia, como o grau de dominancia e o numero
de genes envolvidos sdo extremamente necessarios para compreensao da evolugéo
da resisténcia no campo e no estabelecimento de estratégias de manejo da
resisténcia de insetos (ROUSH; MCKENZIE, 1987).

Este trabalho reporta o primeiro caso de resisténcia de S. frugiperda a
spinetoram em uma linhagem selecionada em laboratério, bem como expde as
bases genéticas associadas a essa resisténcia, fornecendo subsidios para a
elaboracdo de programas que visam o0 manejo da resisténcia de S. frugiperda a

spinetoram.

4.2. Material e Métodos
4.2.1. Linhagem suscetivel de referéncia

A linhagem suscetivel de referéncia (SUS) foi proveniente do Laboratério de
Resisténcia de Artropodes USP/ESALQ mantida por mais de 15 anos em dieta
artificial de Greene modificada por Kasten et al (1978) em condicGes controladas
(25+1°C, 60£10% UR e fotofase de 14 h).

4.2.2. Selecdo dalinhagem resistente de S. frugiperda a spinetoram

A linhagem resistente de S. frugiperda (SPT-R) foi selecionada de uma
populacdo de campo coletada na segunda safra 2016 no municipio de Barreiras,
Bahia, Brasil (11°45’42” S, 45°46’31” W) pelo método de F, screen (ANDOW,
ALSTAD, 1998). Esse método consistiu na formacdo de isolinhas (casais) com
individuos da populacdo de campo (Barreiras, Bahia) seguido de cruzamentos
endogamicos até a obtencdo da progénie F, de cada isolinha, quando foram
realizados bioensaios (t6pico 3.3.2) com a concentracdo diagnoéstica de 5,6 pg de
spinetoram/mL. ApOs a avaliacdo (48h) as lagartas sobreviventes de cada isolinha
foram transferidas para recipientes plasticos com tampas de acrilico (50 mL)
contendo dieta artificial e mantidos até a emergéncia dos adultos. Foram testadas 78
isolinhas (Barreiras, BA) com 120 lagartas por isolinha. As isolinhas que tiveram

lagartas sobreviventes, e estas alcancaram a fase adulta, foram consideradas
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positivas e utilizadas para selecdo da linhagem resistente. Os adultos sobreviventes
foram agrupados e selecionados em concentracdes crescentes de 5,6 até 3000 g
de spinetoram/mL por seis geracdes de cruzamentos endogamicos para a obtencao

da linhagem de S. frugiperda resistente a spinetoram (SPT-R).

4.2.3. Caracterizacdo da resisténcia de S. frugiperda a spinetoram
4.2.3.1. Razao de resisténcia

As linhagens SPT-R e SUS foram submetidas a bioensaios de
concentracao-resposta (topico 3.3.2) para estimativa das CLsy (concentracdes letais
gue matam 50% dos individuos) e seus intervalos de confianca (IC 95%). Ambas as
linhagens foram expostas a sete concentragées em escala logaritmica do inseticida,
de 100 a 5600 pg de spinetoram/mL para a linhagem SPT-R e de 0,1 a 5,6 pug de
spinetoram/mL para a linhagem SUS. Os dados de concentracdo-mortalidade de
ambas foram analisados por meio da analise de Probit (FINNEY, 1952), com 0 uso
do software Polo Plus (LEORA SOFTWARE, 2003). Testes de paralelismo e
igualdade (P<0,05) foram realizados para comparagao dos coeficientes angulares
obtidos para as retas de regressdo de cada linhagem na andlise de Probit
(ROBERTSON et al., 2007). A razdo de resisténcia da populacdo SPT-R foi obtida
pela divisdo da CLsp da linhagem SPT-R pela CLso da linhagem SUS (CLsg SPT-R /
CLso SUS).

4.2.3.2. Resisténcia cruzada com spinosad

Da mesma forma, bioensaios de concentracdo-resposta foram realizados
com as linhagens SPT-R e SUS para o produto comercial Tracer® (suspensao
concentrada com 480 g de spinosad/L; Dow AgroSciences Industrial Ltda., Séo
Paulo, Brasil). A linhagem SPT-R foi exposta a sete concentracdes em escala
logaritmica de 100 a 3200 pg de spinosad/mL e a linhagem SUS foram seis
concentracbes de 0,1 a 5,6 pug de spinosad/mL. Os dados de concentracdo-
mortalidade de ambas foram analisados por meio da analise de Probit (FINNEY,
1952), com o uso do software Polo Plus (LEORA SOFTWARE, 2003). Testes de

paralelismo e igualdade foram realizados para comparagdo dos coeficientes
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angulares (ROBERTSON et al., 2007). A existéncia de resisténcia cruzada foi
verificada mediante observacdo da razédo de resisténcia da populacdo SPT-R obtida

para o inseticida spinosad.

4.2.4. Padrao de heranca da resisténcia de S. frugiperda a spinetoram
4.2.4.1. Dominéancia

Para determinar a dominancia da resisténcia de S. frugiperda a spinetoram,
pupas das linhagens SPT-R e SUS foram higienizadas (sulfato de cobre 5%),
separadas por sexo e mantidas individualizadas sob copos plasticos (50 ml)
dispostos em bandejas (30x40 cm) forradas com papel filtro diariamente
umedecidos. As bandejas foram mantidas em céamaras climatizadas (25t1 °C,
60+10% UR e fotofase de 14 h) até a emergéncia dos adultos. Apds emergéncia dos

adultos foram realizados cruzamentos reciprocos (Figura 6).

Cruzamentos reciprocos

2 SUS x & SPT-R dsUSx @ SPT-R
L. — N —
Y Y
Progénie F1 H1 H2
Retrocruzamentos
PHIXxJISPTR | JH1x?SPTR QH2xJ SPT-R = JH2x 2 SPT-R
Y I Y Y
Progénie F2 R1 R2 R3 R4

Figura 6. Cruzamentos reciprocos e retrocruzamentos da progénie F; e a linhagem
resistente SPT-R (linhagem de fendtipo mais distinto da progénie F;).

Foram utilizados 20 casais para cada cruzamento reciproco, acondicionados
em gaiolas cilindricas de PVC (10 cm x 20 cm) forradas interiormente com papel
jornal (substrato de oviposicdo) para acasalamento e oviposicdo. Cada gaiola
continha um recipiente com solucado de mel a 10% para alimentacdo dos adultos. A
cada dois dias foram retiradas as posturas presentes no papel jornal e mantidas em
camara climatizada (25 + 1 °C e fotofase de 14 h) até a eclosdo das lagartas
(progénie F1, heterozigotos H1 e H2). As lagartas foram mantidas em dieta artificial

até atingirem o terceiro instar. Foram realizados bioensaios de concentracéo-
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resposta (topico 3.3.2) com lagartas da progénie F;. As lagartas foram expostas a 7
concentracbes de spinetoram em escala logaritmica, entre 1 e 32 upg de
spinetoram/mL.

Com os dados de concentracdo-resposta das populacbes SPT-R, SUS e
heterozigotos (F,) foi possivel estimar o grau de dominancia (D), com base nos
meétodos de Stone (1968) e Bourguet et al. (2000)

De acordo com Stone (1968) o grau médio de dominancia € dado pela
equacao [1].

[1] D=(2XF-XR'X3)/(XR'X3)

Onde; os coeficientes XF; XR e XS sao os logaritmos das CLs estimadas
para as linhagens heterozigotas (F1), SPT-R e SUS, respectivamente. Para valores
de grau de dominancia (D) préximos a -1 (D= -1) a heranca da resisténcia foi
admitida como incompletamente recessiva, e para valores de D préximos a 1 (D= 1)
como uma resisténcia incompletamente dominante.

Os dados também foram analisados pela equacao [2] proposta por Bourguet
et al. (2000).

[2] D =(Mgs-Mss )/ (Mgg-Mss)

Onde; MRR, MSS e MRS representam as mortalidades das linhagens SPT-
R, SUS e heterozigoto (F;), respectivamente. Para valores de grau de dominancia
(D) préximos a 0 (D= 0) a heranca foi admitida como incompletamente recessiva, e
para valores proximos a 1 (D= 1) como uma resisténcia incompletamente

dominante.

4.2.4.2. Numero de genes

Para a estimativa do nimero de genes associados a resisténcia, foram
realizados retrocruzamentos entre a progénie F; (heterozigotos H1 e H2) e a
linhagem SPT-R (parental fenotipicamente mais distinto de F;), como proposto por
Tsukamoto (1983) e Roush & Daly (1990) (Figura 6). Foram formados quatro
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retrocruzamentos cada um com 20 casais, acondicionados em gaiolas e criados
como descrito no tépico anterior. Sendo assim realizados bioensaios de
concentracado-resposta com a progénie F, (R1, R2, R3 e R4) com quatro
concentracOes entre 3,2 e 18 pg de spinetoram/mL. Os dados de mortalidade foram
utilizados para avaliacdo da hipétese de heranca monogénica pelo teste de qui-
guadrado, dado pela equacéao [3] (SOKAL; ROHLF, 1995).

[8] x2 = (Ni- pni)*2/pgni

Onde, a variavel Ni representa a mortalidade observada na concentracao i,

pa mortalidade esperada, calculada a partir do modelo mendeliano [4]

(GEORGHIOQU, 1969), ni numero de individuos testados e q = 1-p.

[4] p=(atb)/2

A hipétese de heranca monogénica foi rejeitada quando o qui-quadrado
calculado foi maior que o tabelado (x? calculado = x* tabelado) a um grau de
liberdade (P < 0,05), aceitando a hipotese de heranca poligénica.

Para estimar o numero de loci relacionados a resisténcia de S. frugiperda a
spinetoram foi utilizada a equacédo [5], que estima o numero minimo de fatores
genéticos (ng) que contribuem em carater quantitativo para a diferenciacdo de duas

populacdes por algum tipo de selecao (LANDE, 1981).

a

[5] ng= (“Pz'“m)

<
82

Onde; Hp, € My, correspondem ao log;g da CLsg das linhagens SPT-R e SUS

respectivamente, e o2 corresponde as variagbes fenotipicas estimadas pelo inverso
do coeficiente angular ao quadrado mediante equacao [6] proposta por Lande
(1981).

2_.2 2 2 1 2 1 a
[6] o5 =0g,* g, - [0F1 30, 20P1]
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Onde, 03,, 03,, Of,, 03, e Of correspondem as variacdes fenotipicas dos

retrocruzamentos R1 e R2/ R3 e R4, cruzamento heterozigoto (F,), linhagens SPT-R

e SUS respectivamente.

4.3. Resultados
4.3.1. Caracterizacdo da resisténcia de S. frugiperda a spinetoram
4.3.1.1. Razao de resisténcia

Foram obtidas 53 isolinhas positivas para a selecao da linhagem resistente.
Apos seis geracdes de selecdo, com concentracdes crescentes de spinetoram a
partir da concentracdo diagndstica de 5,6 ug de spinetoram/mL até 3000 pg de
spinetoram/Ml, foi obtida a populacdo de S. frugiperda resistente a spinetoram (SPT-
R).

Os valores de ClLsy (IC 95%) foram de 0,635 (0,555 — 0,730) ug de
spinetoram /mL para a linhagem SUS e de 1170,96 (1041,61 — 1323,89) ug de
spinetoram/mL para a linhagem SPT-R. A raz&o de resisténcia obtida para a
linhagem SPT-R foi de 1844 vezes, com rejeicéo da hipdtese de igualdade (x* = 868,
G.L. = 2, P<0.05) e paralelismo (x*> = 20.25, G.L. = 1, P<0.05) entre as populacées
(Tabela 8).

4.3.1.2. Resisténcia cruzada com spinosad

Para o inseticida spinosad, a linhagem SPT-R apresentou CLso (IC 95%) de
1949,74 (1601,24 — 2470,51) g de spinosad/mL e a linhagem SUS de 1,63 (1,05 —
2,51) pg de spinosad/mL. Assim, a razdo de resisténcia obtida foi de 1196 vezes,
com rejeicdo das hipdteses de igualdade (x> = 524, G.L. = 2, P<0.05) e de
paralelismo (x* = 16,06, G.L. = 1, P<0.05) (Tabela 8). Diante da elevada razdo de
resisténcia da linhagem SPT-R para o inseticida spinosad podemos admitir a

existéncia de resisténcia cruzada entre spinetoram e spinosad.
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Tabela 8. Concentracdo-resposta das linhagens de S. frugiperda suscetivel (SUS),
resistente a spinetoram (SPT-R) aos inseticidas spinetoram e spinosad em
bioensaios de ingestao.

.- 1 Coef. Ang. o3 24 5 6 7
Pop. Inseticida n (iEPMZ) CL 50 (IC 95%) X gl h RR
SuUs 641 5,405 (+0,522) 0,635 (0,555-0,730) 6,75 5 1,35
Spinetoram
SPT-R 575 3,043 (x0,245) 1170,96 (1041,61-1323,89) 2,3 5 0,46 1844
SUS 645 2,12 (+0,191) 1,63 (1,05-2,51) 11,97 4 2,99
Spinosad
SPT-R 611 3,69 (x0,375) 1949,74 (1601,23-2470,5) 9,18 5 1,83 1196

" nimero de insetos testados; ° Erro padrdo da média; ° Concentracéo letal 50 (ug i.a./mL) e intervalo de
confianca a 95%; * Valor do qui-quadrado calculado; ° graus de liberdade (g.l.); 8 Heterogeneidade; 'Razao de
resisténcia = CLso da linhagem resistente/ CLso da linhagem suscetivel.

4.3.2. Padrao de heranca da resisténcia de S. frugiperda a spinetoram

Com valores de CLsy (IC 95%) de 3,906 (2,972 — 5,845) ug spinetoram/mL
para o heterozigoto H1 (@ SUS x & SPT-R) e 5,366 (4,517 — 6,519) ug
spinetoram/mL para o heterozigoto H2 (& SUS x @ SPT-R) foi possivel observar a
proximidade de resposta dos heterozigotos a resposta da linhagem SUS com CLsg
de 0,635 (0,555 — 0,730) pg spinetoram/mL (Figura 7). No entanto, a razdo de
resisténcia dos heterozigotos foi de 6,15 a 8,45 vezes, diferindo da linhagem SUS
com rejeicdo da hipotese de igualdade (x2 = 550, G.L. = 4, P<0.0001) e paralelismo
(x? = 57,64, G.L. = 2, P<0.0001). (Figura 7; Tabela 9).
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Figura 7. Concentracdo-resposta em escala logaritmica para linhagens de S.
frugiperda suscetivel (SUS), resistente (SPT-R) e heterozigotos H1 (2 SUS x &

SPT-R) e H2 (& SUS x @ SPT-R) oriundos dos cruzamentos reciprocos entre SUS e
SPT-R.

Foram verificadas diferencas significativas entre os intervalos de confianca
das linhagens SUS, SPT-R e heterozigotas. Entretanto, as CLsy dos heterozigotos
independentemente da ordem de cruzamento ndo diferiram por sobreposicdo dos
intervalos de confianca. Essa sobreposicdo dos intervalos de confianca dos

heterozigotos permite afirmar que o0s genes relacionados a resisténcia de S.

frugiperda a spinetoram estdo situados em cromossomos autossémicos (Tabela 9).

Tabela 9. Concentracdo-resposta das linhagens de S. frugiperda suscetivel (SUS),
resistente (SPT-R) e heterozigotos H1 (2 SUS x & SPT-R) e H2 (& SUS x © SPT-R)
oriundos dos cruzamentos reciprocos entre as linhagens SUS e SPT-R.

Populacdo  n' Coef. Ang. (*EPM?) CL 5 (IC 95%)*" x* g° h® RR’
SPT-R 575 3,043 (+0,245)  1170,96 (1041,61-1323,89)a 2,3 5 0,46 1844,03
SuUS 641 5,405 (+0,522) 0,635 (0,555-0,730) b 675 5 1,35 -
H1 835 2,811 (+0,290) 3,906 (2,972-5,845) ¢ 1342 6 224 615
H2 770 2,048 (+0,163) 5,366 (4,517-6,519) ¢ 602 8 075 845

T nimero de insetos testados; > Erro padrdo da média; ° Concentracéo letal 50 (ug i.a. /mL) e intervalo de
confianca a 95%; * Valor do qui-quadrado calculado; ° graus de liberdade (g.l.); 6 Heterogeneidade; 'Razao de
resisténcia = CLsg da linhagem resistente/ CLso da linhagem suscetivel. *Valores de CLsp seguidos de mesma
letra ndo diferiram significativamente entre os intervalos de confianca (95%).
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4.3.2.1. Dominancia

O grau de dominancia obtido pelo método proposto por Stone (1968) foi de -
0,516 e -0,432 para os cruzamentos reciprocos H1 e H2 respectivamente,
determinando a resisténcia de S. frugiperda a spinetoram como incompletamente
recessiva. No entanto, pelo método de Bourguet et al. (2000) o grau de dominancia
variou de acordo com a concentracdo, sendo incompletamente dominante nas
concentracbes mais baixas (1 a 3,2 pg spinetoram/mL), incompletamente recessiva
nas concentragcoes intermediarias (5,6 a 32 pg spinetoram/mL) e completamente
recessiva nas concentragcbes maiores que 56 pg spinetoram/mL. Na concentragdo
de 7,6 ug spinetoram/mL equivalente a dose de spinetoram recomendada para o
controle de S. frugiperda no campo, a heranca € incompletamente recessiva (Figura
8).

1.2 4

1.0 4

0.8

0.6 1

0.4

Efeito da dominancia

0,2

0.0 || H =

1 1.8 3,2 5.6 10 18 3z 56

pg de spinetoram/ mL

Figura 8. Efeito da dominéncia da resisténcia de S. frugiperda a spinetoram em
funcdo da concentragdo de spinetoram. (H1 =9 SUS x & SPT-R; H2 =4 SUS x @
SPT-R).
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4.3.2.2. Numero de genes

Com o teste de qui-quadrado foram comparadas as mortalidades
observadas e esperadas dos retrocruzamentos R1, R2, R3 e R4. Foram encontrados
valores de qui-quadrado significativos (P<0,05) na maioria das concentracdes
testadas, rejeitando a hipdtese de heranca monogénica (Tabela 10). Assim,
podemos concluir que a resisténcia de S. frugiperda a spinetoram tem carater
poligénico, ou seja, ligada a mais de um gene. Entretanto, de acordo com a equagéo
proposta por Lande (1981), o numero efetivo de loci com contribui¢cdes iguais de
efeito para a resisténcia foi de 1,18 a 1,76, sugerindo que a resisténcia de S.
frugiperda a spinetoram mesmo com carater poligénico est4 associada a poucos

loci.

Tabela 10. Analise de chi-quadrado (x2) baseada na mortalidade observada e
esperada dos retrocruzamentos oriundos dos heterozigotos H1 (2 SUS x & SPT-R)
e H2 (& SUS x @ SPT-R) com a linhagem resistente SPT-R de S. frugiperda em
guatro concentracdes de spinetoram.

Concentragao N° de Mortalidade nos retrocruzamentos 5
(Mg. mL) testados Obs.? Esp.” X P

R1=J SPT-Rx @ (?SUS x JSPT-R)

3,2 96 9 (9,4) 17.4 (18,1) 4,27 * 0,039

5,6 95 18 (18,9) 33.6 (35,4) 9,19 * 0,002

10 96 25 (26) 46.7 (48,6) 16,41 * 0,0001

18 91 40 (44) 45.5 (50) 0,09 0,767
R2 =9 SPT-Rx & (?SUS x JSPT-R)

3,2 72 6 (8,3) 13 (18,1) 4,62 * 0,032

5,6 96 17 (17,7) 34 (35,4) 13,16 * 0,0003

10 72 18 (25) 35 (48,6) 16,07 * 0,0001

18 72 31 (43,1) 36 (50) 1,39 0,239
R3=J SPT-Rx @ (JSUS x ?SPT-R)

3,2 96 5 (5,2) 16.3 (16,9) 9,4* 0,002

5,6 96 12 (12,5) 26.6 (27,7) 11,03 * 0,001

10 96 20 (20,8) 33.7 (35,1) 8,58 * 0,003

18 96 31(32,3) 42 (43,8) 5,12 * 0,024
R4 =9 SPT-Rx & (4SUS x ?SPT-R)

3,2 96 10 (10,4) 16.3 (16,9) 2,91 0,088

5,6 91 17 (18,7) 25.2 (27,7) 3,67 0,056

10 94 26 (27,7) 33(35,1) 2,29 0,130

18 93 29 (31,2) 40.7 (43,8) 5,97 * 0,015

% Mortalidade observada expressa em nimero de individuos mortos e entre parénteses em porcentagem, n° (%).
® Mortalidade esperada determinada pela heranca mendeliana, expressa em numero de individuos que deveriam
morrer de acordo com numero de individuos testados e entre parénteses em porcentagem, n° (%).

" Valores de qui-quadrado que diferiram significativamente (P<0,05, graus de liberdade = 1).
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4.4. Discussao

Este estudo reporta o primeiro caso de resisténcia de S. frugiperda a
spinetoram em uma linhagem selecionada em laboratério (SPT-R), com elevada
razdo de resisténcia (1844 vezes). A sele¢do da linhagem resistente em laboratério,
nao significa que essa resisténcia esta ocorrendo no campo com falhas de controle
(TABASHNIK et al., 2014). No entanto € um alerta para a evolucdo da resisténcia,
uma vez que os alelos de resisténcia a spinetoram ocorrem em populacdes
brasileiras de S. frugiperda das principais regides produtoras de milho,
principalmente no estado da Bahia, onde, esses alelos estdo em maior frequéncia
(conclusdo do capitulo anterior). Além disso, o fato da linhagem SPT-R ter sido
obtida no mesmo estado onde Okuma et al. (2017) selecionou a linhagem de S.
frugiperda resistente a spinosad, evidencia o intenso uso deste grupo de inseticidas
no controle de S. frugiperda. A selecédo destas linhagens resistentes a espinosinas
no estado da Bahia evidenciam a necessidade de implementacdo de um programa
proativo de manejo da resisténcia a espinosinas nesta regido, com o objetivo de
retardar a evolugao da frequéncia dos alelos que conferem resisténcia no campo e
evitar possiveis falhas de controle.

A existéncia de resisténcia cruzada entre spinetoram (SPT-R) e spinosad
constatada com alta razdo de resisténcia (1196 vezes) favorece a evolugdo da
resisténcia de S. frugiperda a espinosinas, devido a pressao de sele¢cdo de ambos
0s inseticidas sobre os alelos que conferem resisténcia. A resisténcia cruzada entre
espinosinas é relatada para outras espécies e ordens de insetos (SPARKS et al.,
2012). Porém, a resisténcia cruzada com outros grupos quimicos de inseticidas nao
€ constatada na maioria dos casos, e quando ocorre, 0s niveis sdo muito baixos (3 —
20 vezes) (SPARKS et al., 2012). O fato de S. frugiperda resistente a spinetoram
apresentar resisténcia cruzada com spinosad, inviabiliza o uso destes inseticidas em
conjunto no manejo da resisténcia. Embora a resisténcia cruzada entre spinetoram e
outros grupos quimicos de inseticidas € verificada em niveis baixos em outras
espécies ou na maioria das vezes nao verificada, ainda deve ser averiguada em S.
frugiperda.

A andlise da sobreposicdo dos intervalos de confianca das CLsy, dos
heterozigotos (H1 e H2) provenientes dos cruzamentos reciprocos, propde que a

resisténcia de S. frugiperda a spinetoram € determinada por genes localizados nos
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cromossomos autossdmicos, ou seja, 0s genes de resisténcia sdo igualmente
compartilhados por machos e fémeas.

O grau de dominancia obtido pelo método de Stone (1968) sugere uma
resisténcia incompletamente recessiva, onde, o fendétipo sé seré resistente quando o
alelo de resisténcia estiver em homozigose. No entanto, a dominancia efetiva no
campo é diferente da observada em laboratério, isso porqgue a dominancia é
caracterizada como a relacao entre fenétipos e trés gendétipos distintos (homozigotos
resistentes, homozigotos suscetiveis e heterozigotos) que podem variar de acordo
com as condicbes ambientais e doses/concentracdes utilizadas (BOURGUET,;
GENISSEL; RAYMOND, 2000; ROUSH; DALY, 1990). Utilizando o método proposto
por Bourguet et al. (2000) que leva em consideracéo os trés gendtipos distintos e a
concentracéo aplicada, foi observado que o grau de dominancia da linhagem SPT-R
foi incompletamente dominante nas concentracbes mais baixas (1 a 3,2 ug
spinetoram/mL), e com o aumento das concentra¢des vai evoluindo para dominancia
recessiva (>56 pg spinetoram/mL). Na concentragdo equivalente a dose de campo
(=7,6 ug spinetoram/mL) para controle de S. frugiperda a heranca é
incompletamente recessiva, ou seja, a dose recomendada para o controle de S.
frugiperda ndo € discriminatéria (ainda ha sobrevivéncia de heterozigotos). A
sobrevivéncia dos heterozigotos no campo contribuem fortemente para a evolugao
da resisténcia, uma vez que sdo 0s principais responsaveis pela evolucdo da
resisténcia no campo (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977a).

Os retrocruzamentos demonstraram que a resisténcia de S. frugiperda a
spinetoram tem efeito poligénico, ou seja, esta associada a multiplos genes.
Entretanto, o resultado obtido pela equagcdo de Lande (1981) sugere que mesmo
com efeito poligénico a resisténcia de S. frugiperda a spinetoram esta associada a
poucos genes. Uma possivel relacdo entre essas informacdes pode estar nos
mecanismos de resisténcia a spinetoram. O principal mecanismos de resisténcia
relatado para espinosinas é o de alteracao do sitio de acdo (SPARKS et al., 2012),
no entanto, alguns estudos relatam mecanismos metabdlicos com acdo de
monooxigenases (OSORIO et al.,, 2008; SIAL; BRUNNER; GARCZYNSKI, 2011;
WANG et al., 2009). Diante da diversidade de genes envolvido em processos
metabdlicos nos insetos, alguns desses genes podem estar relacionados a
resisténcia de S. frugiperda a spinetoram em conjunto com alteracdo do sitio de

acdo, produzindo efeito poligénico. Mais estudos relacionados a mecanismos
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moleculares associados a resisténcia de S. frugiperda a spinetoram sdo necessarios
para maior compreensao dos genes relacionados a resisténcia.

O padréo de heranca para a resisténcia de S. frugiperda a spinetoram obtido
neste trabalho como autossémico, incompletamente recessivo e poligénico fornece
informagBes muito importantes para o Manejo da Resisténcia de Insetos (MRI). Um
padrdo de heranca autossémico e incompletamente recessivo, significa que o
fendtipo resistente sé se expressa em homozigose, ou seja, 0s heterozigotos sao
fenotipicamente suscetiveis, facilitando o seu controle. Isso € algo muito favoravel
para o manejo de resisténcia, pois os individuos heterozigotos estdo em maior
proporcdo do campo do que os homozigotos resistentes, sendo 0s principais
carregadores dos alelos de resisténcia (ROUSH; DALY, 1990). Assim, a utilizacao
no campo de doses elevadas de spinetoram que garantam a mortalidade dos
heterozigotos promove o retardamento da evolucdo da resisténcia. Quando a
resisténcia possui um efeito poligénico, sua evolugdo no campo € muito menos
eficiente, isso porque, quando um individuo com resisténcia poligénica emigra para
uma populacéo suscetivel os alelos de resisténcia sdo diluidos por hibridizagéo
(ROUSH; MCKENZIE, 1987), ainda mais em uma heranca recessiva.

Neste estudo a heranca da resisténcia de S. frugiperda a spinetoram foi
caracterizada como incompletamente recessiva e poligénica, o que diminui o
potencial de evolugdo da resisténcia, porém quando a frequéncia do alelo de
resisténcia no campo ja estd elevada, como observada no capitulo anterior, a
resposta de selecéo para um alelo recessivo se torna mais rapida (CROW; KIMURA,
1970). Sendo assim, é necesséria a adocao de programas proativos para manejo da
resisténcia de S. frugiperda a spinetoram com o0 objetivo de impedir o aumento da
frequéncia de resisténcia, e assim, retardar a evolucao da resisténcia, prolongando a

vida util deste inseticida.

4 5. Conclusodes

e A razdo de resisténcia a spinetoram em linhagem de S. frugiperda

selecionada em condic¢des de laboratorio foi elevada,;
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e O padrdo de heranca da resisténcia de S. frugiperda a spinetoram é

autossOmico e incompletamente recessivo;

e A resisténcia de S. frugiperda a spinetoram possui carater poligénico, porém

associado a poucos loci;

e Ha resisténcia cruzada entre spinetoram e spinosad em S. frugiperda.
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