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RESUMO

Suscetibilidade a proteina CrylAc e estrutura genética em populacdes de Heliothis
virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil

Heliothis virescens (Fabricius) € uma das pragas-alvo do algoddo geneticamente
modificado que expressa a proteina CrylAc de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt). Estudos sobre
a suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc e sobre a estrutura genética e padrdes de fluxo
génico nas escalas locais e regionais desse inseto sé&o fundamentais para a implementagdo de
programas de Manejo da Resisténcia de Insetos (MRI) no Brasil. Dessa forma, os principais
objetivos do trabalho foram: (a) avaliar a suscetibilidade a proteina CrylAc em populagfes de H.
virescens coletadas nas principais regides produtoras de algoddo no Brasil (Bahia, Goias, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul) durante as safras agricolas 2007/08 e 2008/09; e (b) avaliar a
variabilidade genética e fluxo génico de populacdes de H. virescens provenientes das culturas de
algodéo (safras 2007/08, 2008/09 e 2009/10) e de soja (safra 2009/10) utilizando sequéncias de
DNA mitocondrial (DNAmit). As linhas-basica de suscetibilidade a proteina CrylAc foram
estabelecidas mediante o uso de lagartas neonatas, por meio de bioensaios de incorporagdo das
diferentes concentracdes da proteina em dieta artificial. Para avaliar a variabilidade genética e o
fluxo génico entre populagdes de H. virescens utilizou-se sequéncias de DNAmit das subunidades
I e Il da citocromo oxidase — COI e COIl — e a subunidade 6 da desidrogenase dinucleotidica da
adenina nicotinamida — nad6. As CLss estimadas variaram de 0,18 a 0,66 pg de CrylAc/mL de
dieta para as populacdes coletadas na safra 2007/08 (variacao de =3,7 vezes). Da mesma forma, as
concentracOes efetivas médias para a inibicdo do desenvolvimento larval (CEsp) variaram de
0,0053 a 0,0161 pug de CrylAc/mL dieta (variacdo de ~3,0 vezes). A partir da analise conjunta dos
dados de concentragdo-mortalidade de todas as populagdes avaliadas, foram definidas e validadas
as concentracdes diagndsticas de 3,1 e 5,6 pug de CrylAc/mL de dieta para programas de
monitoramento da resisténcia de H. virescens a proteina CrylAc no Brasil. Baseadas em analises
de agrupamento (“Neighbor-Joining” e Andlise de Componentes Principais) e Bayesiana
(“Structure™) foram verificadas uma baixa estruturacdo entre as populacdes de H. virescens de
diferentes regides, bem como para aquelas coletadas em plantas hospedeiras diferentes. As
analises de AMOVA também indicaram baixa estruturagdo genética entre as populacfes de H.
virescens estudadas independente da cultura (Fst= 0,019) ou escala geogréafica (Fst= 0,012),
sugerindo um nivel significativo de fluxo génico. Em média, a distancia genética entre as
amostras foi de 0,1%. Uma rede de hapl6tipos obtida com os dados combinados resultou em 35
haplotipos, com quatro hapl6tipos Unicos presentes somente nas amostras coletadas em soja. A
principal caracteristica dessa rede é a forma de estrela na distribui¢do dos haplétipos, bem como a
ocorréncia de muitos alelos em baixa frequéncia. Esse tipo de rede é caracteristico de populactes
gue passaram por uma recente expansdao populacional e, de fato, a histéria demogréfica de H.
virescens, baseada no teste de distribuicdo da diferenca genética par-a-par entre haplétipos
(distribuicdo de Mismatch) e nos resultados negativos nos testes de neutralidade seletiva indicam
também um episodio de expansdo populacional recente. As informacGes obtidas no presente
trabalho serdo fundamentais para 0 acompanhamento da efetividade das estratégias de manejo da
resisténcia de H. virescens a proteina CrylAc no Brasil.

Palavras-chave: Heliothis virescens; Algoddo; Resisténcia; Marcadores mitocondriais; Estrutura
genética; Fluxo génico; Manejo da resisténcia
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ABSTRACT

Susceptibility to CrylAc protein and genetic structure in populations of Heliothis
virescens (Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) in Brazil

The tobacco budworm, Heliothis virescens (Fabricius), is one of target pests of genetically
modified cotton expressing CrylAc insecticidal protein derived from Bacillus thuringiensis
Berliner. Studies on susceptibility of H. virescens to CrylAc and the genetic structure and gene
flow patterns at local and regional levels are crucial for establishing an Insect Resistance
Management (IRM) program for Bt cotton in Brazil. Thus, the objectives of this study were (a) to
evaluate the susceptibility of field-collected populations of H. virescens to CrylAc from major
cotton-growing regions in Brazil (Bahia, Goias, Mato Grosso and Mato Grosso do Sul) in the
cropping seasons of 2007/08 and 2008/09; and (b) to evaluate the genetic variability and gene
flow among H. virescens populations from cotton (2007/08, 2008/09 and 2009/10 cropping
seasons) and soybean (2009/10 cropping season) with mitochondrial DNA markers. Baseline
susceptibility data to CrylAc protein were estimated with neonate larvae thereby using diet
incorporation bioassays. Genetic variation and gene flow among H. virescens populations were
evaluated by using mitDNA sequences of cytochrome oxidase subunities | and Il — COI e COIlI
and the subunity 6 of dinucleotide dehydrogenase of adenine nicotinamide — nad6. The estimated
LCso values varied from 0.18 to 0.66 pg of CrylAc/mL of diet among the 2007/08 populations
(=3.7 fold variation). Similarly, the ECs values based on growth inhibition ranged from 0.0053 to
0.0161 pg of CrylAc/mL of diet for the 2007/08 populations (=3.0 fold variation). A joint
analysis of the mortality data across all tested populations was used to develop candidate
diagnostic concentrations for future monitoring programs. The proposed diagnostic concentrations
of 3.1 and 5.6 pg of CrylAc/mL of diet were validated against field-collected populations from
2008/09 and will form the basis for future resistance monitoring programs with H. virescens.
Based on cluster analysis (Neighbor-Joining and Principal Coordinate Analysis) and Bayesian
analysis (Structure), a low structure was detected among H. virescens populations either by
regions or host plants. AMOVA analysis also indicated low genetic structure among H. virescens
populations across crops (Fst= 0.019) or geographic scale (Fst= 0.012), suggesting a significant
gene flow. The mean genetic distance among samples was 0.1%. The haplotype network obtained
with joint data resulted in 35 haplotypes, with four unique haplotypes present only in samples
collected from soybean crop. The major characteristics of the haplotype network were the star-like
pattern and the occurrence of many alleles at low frequencies. This type of network is typical for
populations that passed through a recent population expansion and, in fact, the demographic
history of H. virescens, based on distribution test of pair-wise genetic difference among
haplotypes (Mismatch distribution) and negative results from tests of selective neutrality also
indicate an episode of a recent population expansion.

Keywords: Heliothis virescens; Cotton; Resistance; Mitochondrial markers; Genetic structure;
Gene flow; Resistance management
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1 INTRODUCAO

Plantas geneticamente modificadas (GM) resistentes a insetos representam um novo
método de controle de insetos-praga para programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) em
diversos agroecossistemas. A utilizacdo de plantas GM contendo genes da bactéria
entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) que codificam proteina com acéo inseticida
tem sido crescente na agricultura mundial desde 1996 (JAMES, 2009). No Brasil, somente em
2005, a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIo) aprovou a primeira planta GM
para o controle de insetos, 0 algoddo Gossypium hirsutum L. que expressa a proteina inseticida
CrylAc de Bt (Bollgard®). As pragas-alvo desse algoddo Bt no Brasil séo Alabama argillacea
(Hubner), Pectinophora gossypiella (Saunders) e Heliothis virescens (Fabricius). Em 2009, a
CTNBIo aprovou a liberagdo de mais dois eventos de algoddo Bt que expressam as proteinas
CrylAc e Cry2Ab2 (Bollgard® Il) e CrylAc e CrylF (WideStrike®). Esses novos eventos
conhecidos como “piramidados” além de controlarem as pragas-alvo do Bollgard® I, apresentam
atividade de controle de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) e Pseudoplusia includens (Walker),
entre outros lepidopteros-praga da cultura. Em todas as plantas Bt comercialmente disponiveis que
usam proteina Cry, devido aos promotores constitutivos, a expressdo da proteina inseticida é
continua, em todos os tecidos da planta, e em todo seu estadio de desenvolvimento, podendo
exercer uma elevada pressdo de selecdo sobre as populacdes de pragas-alvo desta tecnologia,
possibilitando a evolucdo da resisténcia em insetos, caso as estratégias de manejo da resisténcia
ndo sejam devidamente implementadas.

H. virescens é considerada uma das pragas-chave da cultura do algodao, podendo causar
sérios prejuizos & producdo em decorréncia dos danos causados as macas das plantas de algodao
(DEGRANDE, 1998). Nos ultimos anos, este inseto também tem se destacado como importante
problema fitossanitario na cultura da soja, principalmente, nas regides produtoras do cerrado
(TOMQUELSKI; MARUYAMA, 2009). E uma espécie amplamente distribuida no Brasil,
polifaga, com habito migratério e alta capacidade reprodutiva, podendo ter de duas a trés geracdes
por ciclo da cultura dependendo da regido (FITT et al., 2006). Com a aprovacdo da soja Bt/RR2
MON 87701 x MON 89788 no Brasil, que expressa a proteina CrylAc, em algumas regides,
devido a possibilidade de sobreposicao e/ou sucessdo de diferentes cultivos de plantas Bt, eleva a

probabilidade de uma maior exposicdo de H. virescens a proteina CrylAc que é expressa na soja
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Bt e em todos os eventos de algodao Bt liberados comercialmente no Brasil, aumentando assim o
risco da evolucao de resisténcia.

Trabalhos realizados em laboratério tém mostrado que héa variabilidade natural de quatro a
oito vezes na suscetibilidade a proteina CrylAc em populacdes de H. virescens nos EUA
(STONE; SIMS, 1993; LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN, 1999; ALI; LUTTRELL; YOUNG,
2006; BLANCO et al., 2009). Gould et al. (1995) constataram razéo de resisténcia > 10.000 vezes
para proteina CrylAc em uma populacdo de H. virescens submetida a 19 geracdes de pressao de
selecdo. Estudos de estimativa da frequéncia inicial de alelos que conferem resisténcia de H.
virescens a CrylAc, constataram uma frequéncia inicial relativamente alta de 1,5x10° (GOULD
et al., 1997) e de 0,0036 a 0,0263 (BLANCO et al., 2009), o que evidenciam a presenca de
variabilidade genética para a evolucdo da resisténcia de H. virescens a essa proteina em condicgdes
de campo (GOULD et al., 1997; BLANCO et al., 2009).

Embora varias estratégias de manejo tenham sido propostas para retardar a evolucdo da
resisténcia as plantas GM (TABASHNIK, 1994; ALSTAD; ANDOW, 1995), o principal foco tem
sido a estratégia de reflgio, ou seja, areas de cultivos de plantas hospedeiras que ndo expressam
proteina de Bt mantidas nas proximidades das plantas GM tdxicas, associadas as estratégias de
alta dose ou de piramide de genes (GOULD, 1998). O principio dessa estratégia de reflgio é que
qualquer inseto resistente oriundo da planta Bt tem maiores chances de acasalar com um nimero
muito maior de adultos suscetiveis presentes nos reflgios do que com outro adulto resistente,
diminuindo assim a selecdo para os alelos resistentes ao toxico. Em relacdo as plantas GM Bt, a
experiéncia de uso em larga escala no exterior tem demonstrado que a evolucdo da resisténcia
pode ser retardada quando as estratégias de refugio sdo usadas de forma efetiva (TABASHNIK;
CARRIERE, 2008). Dessa forma, o conhecimento de processos ecoldgicos que influenciam a
variabilidade genética entre populacdes sdo de grande importancia para o delineamento de
estratégias de manejo da resisténcia (GOULD, 1998), além do conhecimento da estrutura genética
e do fluxo génico entre populacbes da praga. Em adi¢do, o monitoramento da suscetibilidade
desses insetos-praga a proteinas de plantas GM no Brasil representa um desafio na conciliacdo das
necessidades praticas com as exigéncias técnicas de um programa de MIP em um ambiente

agricola altamente diversificado.
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Sendo assim, para gerar informacdes que possibilitem a elaboracdo de um programa proé-
ativo de manejo da resisténcia de H. virescens a proteina CrylAc na cultura do algodao no Brasil,
objetivou-se:

e Avaliar a suscetibilidade a proteina CrylAc em populagdes de H. virescens coletadas na

cultura do algodao no Brasil;

e Auvaliar a variabilidade genética e fluxo génico em populacdes de H. virescens utilizando
sequéncias de DNA mitocondrial (DNAmit).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos bioecoldgicos de Heliothis virescens

Heliothis virescens (Fabricius) € uma espécie nativa de regides tropicais e subtropicais, e
encontra-se amplamente distribuida na América do Sul e América do Norte com populacdes
permanentes na maioria das regides entre as latitudes 40° N e 40° S (FITT, 1989). Como essa
espécie apresenta mecanismo de diapausa, € capaz de sobreviver em clima temperado, sendo
comum encontra-la em regides temperadas como nos Estados Unidos da América (EUA) e
Canada (POOLE; MITTER; HUETTEL, 1993). Nos EUA sua distribuicdo € limitada as regides
de temperatura mais elevada, tais como Flérida, Gedrgia, Texas, Arizona, Carolina do Norte e Sul
da Califérnia. J& no Canada, tem sido encontrada nas regides de Quebec e Ontario (POOLE;
MITTER; HUETTEL, 1993). Entretanto, o maior centro de diversidade de H. virescens encontra-
se nas regides sudeste e centro-leste do Brasil (POOLE; MITTER; HUETTEL, 1993).

H. virescens é uma praga com alto potencial reprodutivo, sendo que cada fémea pode
colocar de 500 a 800 ovos durante seu ciclo de vida (= 45 dias). Dependendo da regido, podem
ocorrer de duas a trés geracGes de H. virescens em um unico ciclo da cultura (FITT et al., 2006).
No Brasil, H. virescens é uma das pragas-chave da cultura do algodao, podendo ocasionar perdas
que variam de 18 a 32%, dependendo da regido (DEGRANDE, 1998). As lagartas recém-
eclodidas raspam o parénquima foliar, enquanto as lagartas de segundo e terceiro instar,
geralmente, raspam a epiderme das bracteas dos botes florais, flores e macas antes de perfurarem
estas estruturas reprodutivas (DEGRANDE, 1998). Nos Ultimos anos, este inseto também tem se
destacado como importante problema fitossanitario na cultura da soja, principalmente nas regides
produtoras do cerrado (TOMQUELSKI; MARUYAMA, 2009).

Com relacdo ao seu habito alimentar, H. virescens é uma espécie polifaga. As lagartas
desta espécie, além de causarem perdas na cultura do algoddo e soja, alimentam-se de tabaco,
tomate, milho, girassol e feijoeiro (FITT, 1989). A polifagia é uma caracteristica que pode
colaborar com a dindmica populacional e condi¢do de praga, uma vez que, as popula¢des podem
desenvolver-se simultaneamente em diferentes plantas hospedeiras dentro de uma regido, ou
podem persistir no ambiente em baixa densidade em areas aparentemente inadequadas até a fémea
encontrar um hospedeiro capaz de sustentar o desenvolvimento das lagartas. Embora, exista muita

variacdo na adequacéo de plantas hospedeiras para a sobrevivéncia das lagartas, desenvolvimento
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e fecundidade dos adultos subsequentes, a polifagia oferece a espécie um grande potencial para a
constancia de suas populacdes e do seu aumento no ambiente (FITT, 1989).

A capacidade de dispersdo € o segundo fator importante para o sucesso de H. virescens
como praga. Os movimentos locais dentro das culturas e entre outros hospedeiros alternativos nas
proximidades sdo de suma importancia na dindmica sazonal dessas pragas, especialmente, nos
mais diversos sistemas de cultivo onde os locais de alimentagéo e de oviposicdo podem estar
permanentemente disponiveis (FITT, 1989). Os adultos de H. virescens sdo migrantes
facultativos, ou seja, migram em resposta as mas condicdes locais para a reproducdo, como a
escassez de alimento para lagartas e adultos. De acordo com Schneider (1999), H. virescens
apresenta movimento de longo alcance, sendo que a distancia média percorrida por esta espécie,
avaliada por meio da técnica de marcacgdo, liberacdo e recaptura foi de 10 km em ambientes
heterogéneos no Oeste do Mississipi nos EUA.

As caracteristicas de polifagia e de alta mobilidade de H. virescens sdo fatores que afetam
nas estratégias de manejo da resisténcia, tanto a inseticidas quanto a plantas que expressam
proteinas de Bt. De acordo com Georghiou e Taylor (1986), a caracteristica de polifagia poderia
colaborar para o retardamento da evolucdo da resisténcia, devido a imigracdo de individuos
suscetiveis provenientes de areas ocupadas com o cultivo de hospedeiros alternativos da praga e
ndo tratadas com defensivos agricolas. Entretanto, com a intensificacdo da agricultura brasileira,
uma das caracteristicas desse novo cenario agricola é o cultivo de diferentes espécies de plantas o
ano todo e em regides vizinhas. Com o advento das plantas GM resistentes a insetos que expressa
a proteina inseticida de maneira continua e em todos os tecidos das plantas, a polifagia associada a
capacidade de dispersdo das espécies pode expor a praga a repetidas pressdes de selecdo por
inseticidas e/ou proteina Bt em diferentes culturas ao longo do ano agricola em uma mesma

regido, aumentando o risco da evolugéo da resisténcia.

2.2 Resisténcia de lepiddpteros a plantas geneticamente modificadas

Em condicbes de campo, a resisténcia as proteinas de Bt pode ser definida como uma
diminuigdo geneticamente mediada na suscetibilidade do organismo-alvo a proteina Bt, mediante
a exposicdo da populacdo as culturas Bt (TABASHNIK, 1994; TABASHNIK; VAN
RENSBURG; CARRIERE, 2009). De acordo com Andow (2008), o individuo considerado

resistente tem que ser capaz de sobreviver sobre a planta Bt, desenvolver todo seu ciclo e gerar
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descendentes vidveis. A selecdo de populacGes de insetos resistentes em condi¢des de laboratorio
tem mostrado uma répida resposta de insetos-praga a pressdo de selegdo com proteinas de Bt, o
que evidencia o potencial de evolucdo da resisténcia em condi¢es de campo (STONE; SIMS,
1993; LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN, 1999; ALI; LUTTRELL; YOUNG, 2006; TABASHNIK
et al., 2008).

Trabalhos de selecdo em laboratdrio tém mostrado que H. virescens pode apresentar
evolucdo da resisténcia a proteina CrylAc e a outras proteinas de Bt (GOULD et al., 1995, 1997).
Linhagem de H. virescens selecionada em laboratério (YHD2) apresentou alto nivel de resisténcia
(> 10.000) ap6s 19 geracdes de pressao de selecdo com a proteina CrylAc (GOULD et al., 1995).
Segundo esse autor, a concentracdo da proteina necessaria para matar 50% (CLsg) de lagartas da
linhagem (YHDZ2) foi 2.000 vezes maior que a CLsg para linhagem suscetivel de H. virescens. De
acordo com Tabashnik et al. (2008), varias familias de Lepidoptera tém demonstrado habilidade
para a evolugdo da resisténcia. Cinco de dez espécies pertencentes as familias Noctuidae,
Plutellidae e Pyralidae analisadas quanto a evolucéo de resisténcia a proteinas Bt em laboratorio
apresentaram razdes de resisténcia superiores a 10 vezes.

Inicialmente, os casos de evolucdo da resisténcia de insetos a proteinas de Bt, restringiam-se
a biopesticidas a base de Bt aplicados em pulverizacdo ou devido a selecdo de linhagens
resistentes a proteinas de Bt em condi¢des de laboratério. No entanto, Tabashnik et al. (2008),
baseando-se em dados de monitoramento da suscetibilidade de Helicoverpa Zea (Boddie)
realizados de 1992 até 2006 para a proteina CrylAc expressa na primeira e segunda geracdo do
algoddo Bt, constataram um aumento substancial da frequéncia de alelos de resisténcia em
algumas populagdes da praga nos EUA. Embora as evidéncias de resisténcia de H. zea ao algodao
Bt ndo incluam informacgdes como a sobrevivéncia de lagartas, essa & consistente com as
premissas para 0 sucesso da estratégia de alta dose e reflgio que ndo sdo atendidas para H. zea.
Em outras palavras, a concentracdo de CrylAc no algoddo Bt ndo ¢ alta o suficiente para matar os
descendentes heterozigotos produzidos por acasalamentos entre suscetiveis e resistentes
demonstrando que o evento ndo atende o conceito de alta dose para H. zea, pois neste caso 0s
individuos heterozigotos comportam-se fenotipicamente como os homozigotos resistentes, ou
seja, a resisténcia é funcionalmente dominante (TABASHNIK et al., 2008).

Recentemente, foram reportados casos de resisténcia de S. frugiperda ao milho Bt que

expressa a proteina CrylF em Porto Rico (STORER et al., 2010) e Busseola fusca (Fuller) em
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milho Bt que expressa a proteina CrylAb na Africa do Sul (VAN RENSBURG, 2007). Essa
evolucdo de resisténcia de S. frugiperda a CrylF ocorreu em apenas quatro anos apos a sua
liberacdo comercial, tornando esse o caso mais rapido de evolucdo de resisténcia a campo para
uma cultura Bt. Tal fato levou a retirada desse evento do mercado com o intuito de que haja
restabelecimento da suscetibilidade de S. frugiperda a CrylF. A Agéncia de Protecdo Ambiental
Americana (EPA) concluiu que os danos ao milho CrylF observados em campos de produgdo em
Porto Rico no ano de 2006 foram causados por populacfes de S. frugiperda resistentes a Cry1F.
Para confirmar a resisténcia, foram realizados testes com a progénie de adultos coletados a campo
mediante bioensaios com incorporacdo da toxina em dieta artificial. Nesses testes foi demonstrado
que na maior concentragdo testada (10 pg CrylF/cm? dieta) ndo houve mortalidade significativa
das lagartas neonatas obtidas de posturas de adultos coletados a campo. Em contraste, a estimativa
da CLso (Mg CrylF/cm? dieta e IC 95%) para a populacéo suscetivel de S. frugiperda foi de 0,06
(0,03 - 0,25), enquanto que, a CLs, para a populacdo resistente foi maior do que 10 pg CrylF/cm?
dieta, o que indica que a razdo de resisténcia de S. frugiperda a CrylF foi superior a 100 vezes
(MATTEN; HEAD; QUEMADA, 2008). A possivel causa da evolucdo de resisténcia em periodo
tdo curto foi devido ao fato do evento ndo expressar a proteina CrylF em alta dose para S.
frugiperda, a geografia da ilha (isolamento das populacgdes), a falta de areas de reflgio e a elevada
pressdao populacional da praga. Tabashnik e Carriére (2010), baseando-se em dados de
monitoramento em laboratério, verificaram aumento da sobrevivéncia de populacfes resistentes
para as especies de H. zea coletadas na regido sudeste dos EUA e P. gossypiella em populacbes da
india & proteina Cy1Ac e Cry2Ab, respectivamente.

A maioria dos casos de resisténcia a proteinas de Bt tem sido devido a modificacdo nos
sitios receptores das proteinas. Para as proteinas Cryl foram identificados dois tipos de receptores
no intestino médio dos insetos, os quais sdo pertencentes a familia das caderinas e aminopeptidase
(APNs). A resisténcia de H. virescens as proteinas de Bt parece ser causada por uma mutagdo no
dominio 12 da proteina caderina presente no intestino desses insetos, como relatado também para
outras espécies de insetos-praga, tais como Helicoverpa armigera (Hubner) (XU; YU; WU, 2005)
e P. gossypiella (MORIN et al., 2003; FABRICK; TABASHINIK, 2007). Em relagdo ao papel
preciso do dominio 12 da caderina no modo de acdo da toxina CrylA, esta claro que mutagdes no
gene que codifica essa proteina podem estar relacionadas a resisténcia a CrylA em trés espécies

de Lepidoptera (HECKEL et al., 2007). Dessa forma, o loco da caderina deve ser o alvo principal
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para o desenvolvimento de investigagdo dos genes de resisténcia a plantas que expressam
proteinas de Bt em populagdes de insetos-praga (MORIN et al., 2003). Diante do potencial de
evolucdo da resisténcia de insetos a proteinas de Bt expressas em plantas GM, ha necessidade de
monitoramento da suscetibilidade de pragas. E por meio do monitoramento que tem sido possivel
avaliar os resultados das estratégias de manejo para retardar a evolucéo da resisténcia, bem como
identificar mudancas na suscetibilidade das pragas-alvo. De modo adicional, existe a necessidade
da implementacdo de estratégias preventivas de manejo da resisténcia visando preservar a vida

util dessas tecnologias.

2.3 Monitoramento da suscetibilidade das pragas-alvo de controle das plantas Bt

O monitoramento para verificacdo de alteracbes na suscetibilidade dos insetos-alvo de
proteinas de Bt é parte integrante dos programas de Manejo da Resisténcia a Insetos (MRI).
Acredita-se que o monitoramento da suscetibilidade fornece resultados capazes de detectar
pequenas mudancas na frequéncia dos genes de resisténcia antes da ocorréncia de falhas no
controle devido a evolucdo de resisténcia (SIMS et al., 1996). Dessa forma, o passo inicial para os
trabalhos de monitoramento tém sido a caracterizacdo de linhas-basica de suscetibilidade e
definicdo de concentracBes diagndsticas para posterior avaliagdo da resposta natural de
populagdes da praga oriundas de regides geograficamente distintas (ROUSH; MILLER, 1986).
Sendo assim, os dados de um programa de monitoramento obtidos por meio de métodos
adequados ajudam avaliar a efetividade de estratégias de manejo de resisténcia e permitem a
detecc¢do inicial de fendtipos resistentes.

Dentre os metodos disponiveis, os fenotipicos incluem: (1) bioensaios com lagartas
oriundas de massas de ovos coletados no campo; (2) bioensaios com lagartas coletadas no campo;
(3) bioensaios mediante a exposicdo das lagartas diretamente sobre as plantas Bt. Os métodos
fenotipicos mensuram a suscetibilidade dos insetos pela exposi¢do desses as proteinas inseticidas
em bioensaios com dieta artificial ou diretamente sobre o tecido vegetal da planta Bt (ANDOW,
2008). Estudos de linhas-basica de suscetibilidade e monitoramento séo geralmente realizados por
meio de dieta, incorporacdo da proteina (SIMS et al., 1996; ALI; LUTTRELL; YOUNG, 2006) ou
aplicacdo superficial da proteina (MARCON et al., 1999; SIEGFRIED; SPENCER; NEARMAN,
2000; SIEGFRIED; VAUGHN; SPENCER, 2005) em condic¢des de laboratorio. Os bioensaios

com incorporacdo da proteina na dieta artificial ou aplicadas na superficie de dieta permitem a
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determinacdo da resposta a concentracdes especificas da proteina, demonstrando diretamente o
decréscimo na suscetibilidade ao longo do tempo para uma ou mais populacdo de campo. Os
bioensaios com plantas também podem ser utilizado, e geralmente s@o realizados em casa-de-
vegetacdo utilizando-se a planta inteira (ANDOW; ALSTAD, 1998) ou tecidos da planta
(HUANG et al., 2007) e permitem inferéncias mais diretas sobre a sobrevivéncia da praga na
planta Bt. Os ensaios com plantas sdo mais eficientes para o monitoramento de resisténcia de
alelos gque séo aditivos ou dominantes e sdo recomendados para eventos de baixa dose (ANDOW,
2008). Para ambas as abordagens as populacbes sdo geralmente testadas ao longo de varias
geracBes. Entretanto, métodos genotipicos, tais como a avaliacdo da progénie F; (GOULD et al.,
1997) ou F, (ANDOW; ALSTAD, 1998) séo abordagens alternativas que fornecem estimativas de
frequéncia de genes da resisténcia podendo também ser usado em programas de monitoramento
da resisténcia.

No entanto, independentemente do método utilizado, a medida de suscetibilidade pode ser
realizada mediante a mortalidade de neonatas sete dias apds a exposicdo a proteina inseticida
(DULMAGE; MARTINEZ, 1973). Além da mortalidade, as proteinas de Bt podem causar
enfezamento e inibir a troca de instar das lagartas, impedindo que a mesma atinja a fase adulta e
complete seu ciclo (DULMAGE; MARTINEZ, 1973). Dessa forma, a avaliacdo de inibi¢cdo do
crescimento por meio da estimativa da concentracdo efetiva (CE) (SIMS et al., 1996),
concentracdo que inibe a mudanca de instar (JALALI et al., 2004; ALI; LUTTRELL; YOUNG,
2006) ou larvas que ndo alcancaram o terceiro instar (ALI; LUTTRELL, 2009) devem ser

potencialmente incluido em estimativas de suscetibilidade de pragas-alvo a plantas Bt.

2.4 Estrutura genética de populacdes e manejo da resisténcia

A estrutura genética descreve a maneira como as populagdes se organizam e se dividem
em unidades de acasalamento menores e finitas. Em outros termos, a estrutura genética também
pode ser descrita como a distribuicdo da variabilidade genética entre e dentro de populacfes. Essa
distribuicdo €, por sua vez, resultado de eventos como mutacdo, migracdo, selecdo, deriva
genética, padrbes de selecdo de parceiros para o acasalamento e o fluxo génico (RODERICK,
1996; McKENZIE, 1996).

Dentre os eventos citados, o fluxo génico decorrente do movimento de individuos entre as

diferentes populacdes de uma espécie de inseto desempenha um papel fundamental neste
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processo. O fluxo génico inclui todos os mecanismos que resultam na transferéncia de alelos de
uma populagéo para outra (SLATKIN, 1985; SCRIBNER et al., 2005), podendo ocorrer de modo
intra e, embora mais raro, interespecifico. Em outras palavras, € a proporcdo de novos genes
migrantes que se movem para uma determinada populacdo, como resultado do movimento de
individuos ou de seus gametas (ENDLER, 1977; GERBER et al., 2000). O fluxo génico é uma
forca microevolutiva fundamental que pode determinar o potencial para a diferenciacdo genética
entre populacdes e para adaptacdo local, além de influenciar a dispersdo geografica de novas
adaptacdes (KEYGHOBADI; ROLAND; STROBECK, 2005). Assim, independentemente do
mecanismo, o fluxo génico interpopulacional determina o quanto as populagdes locais podem ser
geneticamente diferenciadas (SLATKIN, 1985, 1987), podendo tanto limitar a evolugdo, ao
reduzir a adaptacdo a condicdes locais, como promover evolucdo, ao disseminar novos genes e
combinagbes de genes por todo o limite geografico de uma espécie (SLATKIN, 1987). Quando
reduzido ou ausente, as populacGes podem divergir e se diferenciar ao longo do tempo, podendo
levar a especiacdo (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004).

Dentre os fatores que afetam a evolugdo da resisténcia, os conhecimentos da estrutura
genética e do fluxo génico entre populacGes da praga tém sido reconhecidos como informacdes de
grande importancia para o0 Manejo da Resisténcia de Insetos (MRI), pois dependendo da taxa de
disperséo e do genétipo do individuo imigrante, pode ocorrer o aumento na frequéncia dos alelos
de resisténcia ou a diluicdo destes alelos em uma populagédo de insetos (ROUSH; DALY, 1990;
CAPRIO; TABASHNIK, 1991; CAPRIO; TABASHNIK, 1992). Esta relacdo foi observada por
Daly (1993) na resisténcia a inseticidas em populaces de H. armigera em campos de algodao da
Australia. Neste trabalho, a freqiiéncia de resisténcia a inseticidas do grupo dos piretroides
declinou anualmente, devido a imigracdo de individuos suscetiveis para as populacfes do inseto
que haviam recebido aplicagdes de inseticidas e/ou custo adaptativo associado a resisténcia.

No processo de evolucdo da resisténcia, o efeito do fluxo génico pode ter reflexo em
pequena e grande escala. Em pequena escala (populac@es locais) espera-se que o fluxo génico
contribua para a diluicdo da resisténcia levando ao cruzamento entre insetos resistentes e
suscetiveis. Sua intensidade tem efeitos na taxa de aumento da frequéncia de genes para
resisténcia. Assim, a capacidade de dispersdo de um inseto-praga € relevante para a definigdo do
tamanho e distribuicdo das areas de refugio, uma vez que, estas sao os locais para a manutencdo

de individuos suscetiveis para a diluicdo da resisténcia nas areas de plantas Bt (VACHER et al.,
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2006). Em grande escala, o fluxo génico pode determinar a possibilidade dos genes para a
resisténcia se espalharem ao longo da area de distribuicdo geografica da espécie. Esse fendbmeno
influencia a velocidade em que uma adaptacdo que surge em uma populacdo local pode se
espalhar.

A importancia da variabilidade genética para programas de manejo de pragas tem sido
discutida por décadas, mas seu estudo tornou-se possivel apenas com o desenvolvimento de
marcadores baseados na analise de DNA. A aplicacdo desses marcadores tornou-se uma
ferramenta importante para o estudo da dinamica e dos fatores que influenciam populacdes
naturais (EDWARDS, 1993; SMITH; WAYNE, 1996).

Estimativas indiretas de fluxo génico baseadas em marcadores genéticos podem fornecer
pistas valiosas sobre o grau de conectividade das unidades populacionais (SLATKIN, 1985, 1987;
RODERICK, 1996; BERRY; TOCHER; SARRE, 2004). Os diversos marcadores moleculares
podem ser divididos em trés classes de acordo com o método utilizado para a sua detecc¢do:
marcadores baseados na hibridizacdo do DNA, como os polimorfismos de comprimento de
fragmentos de restricdo do DNA o RFLP —“Restriction Fragment Length Polymorphism”, 0S
baseados na reacdo em cadeia da polimerase PCR (Polymerase Chain Reaction), tais como RAPD
—“Random Amplified Polymorphic”, AFLP-Amplified Fragment Length Polymorphisms e o
microssatélite-SSR; e os baseados na variagdo entre seqliéncias e na utilizacdo de chips de DNA,
como exemplo, os marcadores indel e SNP- Single Nucleotide (FERREIRA; GRATTAPAGLIA,
1996; AVISE, 2004). Dentre as diferentes classes e tipos de marcadores existentes, as sequéncias
de DNA mitocondrial (DNAmiIt) tém sido usadas com bons resultados para estudos populacionais
de varios grupos de Lepidoptera (ROE; SPERLING, 2007), incluindo analises da estrutura de
populacdes e fluxo génico, biogeografia e relagdes filogenéticas (AVISE et al., 1987; LANG;
GRAY; BURGER, 1999). O tamanho relativamente pequeno, a alta taxa de mudanga evolutiva e
a heranca maternal do DNA mitocondrial, o tornam adequado para a anélise de populacdes e
sobre a historia e a evolugdo entre tdxons estreitamente relacionados (SIMON; FRANKE;
MARTIN, 1991; CATERINO; CHO; SPERLING, 2000).

Em insetos, essas ferramentas moleculares podem ser incorporadas a modelos
demograficos de multi ou metapopulacdes, os quais vém sendo utilizados no entendimento da
distribuicdo das populacdes em habitats naturais ou artificialmente fragmentados, enfocando as

consequéncias da migracdo entre populacbes locais e a persisténcia regional de espécies com
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populacdes locais instaveis (RODERICK, 1996; SCHMITT; HEWITT, 2004). Portanto, o estudo
da estrutura genética de populaces € um componente importante de programas de manejo e
controle de pragas, pois podem fornecer informacdes sobre niveis de variabilidade genética, graus
de diferenciacdo entre as populactes e padrbes de fluxo génico. Além disso, pode possibilitar o
monitoramento das mudancas na frequéncia de genes especificos. O entendimento da estrutura
genética e do fluxo génico intra-especifico entre populacées e subpopulagdes de uma determinada
espécie de inseto-praga é essencial para se delinear melhores praticas de manejo com o objetivo
de retardar a evolucdo da resisténcia a qualquer tatica de controle de insetos, uma vez que, é por
meio dos eventos de migracdo que os alelos que conferem resisténcia sdo rapidamente
distribuidos entre as populagdes de um inseto-praga (CAPRIO; TABASHNIK, 1992;
TABASHNIK, 1991).
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3 SUSCETIBILIDADE A PROTEINA CrylAc EM POPULACOES DE Heliothis virescens
(Fabricius) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) COLETADAS NA CULTURA DO
ALGODAO NO BRASIL

Resumo

A lagarta-das-macas do algodoeiro, Heliothis virescens (Fabricius), € uma das pragas-alvo
do algoddo geneticamente modificado que expressa a proteina CrylAc de Bacillus thuringiensis
Berliner (algoddo Bt). Para estabelecimento de Programas de Manejo da Resisténcia de Insetos
(MRI) no Brasil, objetivou-se avaliar a suscetibilidade a proteina CrylAc em populacGes de H.
virescens coletadas nas principais regides produtoras de algoddo no Brasil (Bahia, Goias, Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul) nas safras agricolas 2007/08 e 2008/09. Foram estimadas as linhas-
basica de suscetibilidade de lagartas neonatas para proteina CrylAc, por meio de bioensaios de
incorporacdo das concentracfes da proteina em dieta artificial. As concentracBes letais médias
(CLsp) das populacGes avaliadas variaram de 0,18 a 0,66 pug de CrylAc/mL dieta (variacdo de
~3,7 vezes). Da mesma forma, as concentracdes efetivas médias para a inibicdo do
desenvolvimento larval (CEsp) variaram de 0,0053 a 0,0161 pg de CrylAc/mL dieta (variacdo de
~3,0 vezes). A partir da analise conjunta dos dados de concentragdo-mortalidade de resposta de
todas as populacdes avaliadas, foram definidas e validadas as concentracdes diagndsticas de 3,1 e
5,6 ug de CrylAc/mL dieta, para programas de monitoramento da resisténcia de H. virescens a
proteina CrylAc no Brasil.

Palavras-chave: Algoddo Bt; Monitoramento; Manejo de resisténcia

SUSCEPTIBILITY TO CrylAc PROTEIN IN Heliothis virescens (Fabricius)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) POPULATIONS COLLECTED IN COTTON CROP IN
BRAZIL

Abstract

The tobacco budworm, Heliothis virescens (Fabricius), is a target pest of genetically
modified cotton expressing the Bacillus thuringiensis-derived CrylAc insecticidal protein (Bt
cotton). As part of establishing an Insect Resistance Management (IRM) program for Bt cotton in
Brazil, this study was set up to evaluate the susceptibility of field-collected populations of H.
virescens to CrylAc. Insects were sampled from the main Brazilian cotton-growing regions
(Bahia, Mato Grosso and Mato Grosso do Sul e Goids) in the cropping seasons of 2007/08 and
2008/09. CrylAc susceptibility was estimated thereby using diet incorporation bioassays. The
estimated LCso values varied from 0.18 to 0.66 pg of CrylAc/mL of diet among the 2007/08
populations (=3.7 fold variation). Similarly, the ECsy values based on growth inhibition ranged
from 0.0053 to 0.0161 pg of CrylAc/mL of diet for the 2007/08 populations (=3.0 fold variation).
A joint analysis of the mortality data across all tested populations was used to develop candidate
diagnostic concentrations for future monitoring programs. The proposed diagnostic concentrations
of 3.1 and 5.6 pg of CrylAc/mL of diet were validated against field-collected populations from
2008/09 and will form the basis for future resistance monitoring programs with H. virescens.

Keywords: Bt cotton; Monitoring; Insect resistance management
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3.1 Introducao

Plantas geneticamente modificadas que expressam genes que codificam proteinas
inseticidas da bactéria Bacillus thurigiensis (Bt) Berliner tém sido desenvolvidas e utilizadas para
suprimir populacGes de pragas agricolas. No Brasil, a liberacdo comercial do algoddo Bt
Bollgard® que expressa a proteina inseticida CrylAc foi aprovada em 2005 (CTNBio, 2005).
Dentre as pragas-alvo do algoddo Bollgard® destaca-se a lagarta-das-macds do algodoeiro
Heliothis virescens (Fabricius). Essa praga também tém se destacado como importante problema
fitossanitario na cultura da soja, principalmente, nas regides produtoras do cerrado
(TOMQUELSKI; MARUYAMA, 2009). Com a recente aprovacdo da soja Bt/RR2 MON 87701
x MON 89788, que também expressa a proteina CrylAc, a evolucdo da resisténcia de H.
virescens a proteina CrylAc pode ser acelerada em locais em que o algoddo e a soja Bt sdo
cultivados.

Algumas caracteristicas bioecoldgicas de H. virescens, tais como o seu elevado potencial
reprodutivo, a capacidade de desenvolver de duas a trés geracdes em um Unico ciclo da cultura do
algoddo (DEGRANDE, 1998), o habito alimentar polifago (FITT, 1989), a capacidade de
dispersdo em escalas local e inter-regional (FARROW,; DALY, 1987; FITT et al., 2006 ),
associadas ao intenso e complexo sistema de cultivos no Brasil, favorecem a evolucdo da
resisténcia. Deste modo, medidas pré-ativas de manejo de resisténcia devem ser implementadas
para preservar a vida util do algodao Bt no Brasil.

Uma das etapas fundamentais para a implantacdo de estratégias de manejo da resisténcia
esta relacionada a caracterizacdo de linhas-basica de suscetibilidade a proteinas inseticidas de Bt
(TABASHNIK et al.,, 2008). A existéncia de variabilidade natural de até 8 vezes na
suscetibilidade de populacBes de H. virescens a proteina CrylAc foi reportada por Stone e Sims
(1993), antes da liberagcdo comercial do algoddo Bt nos EUA. Experimentos com a selecdo de
populacgdes resistentes em condi¢des de laboratdrio mostraram o potencial de selegéo artificial de
H. virescens para resisténcia a proteina CrylAc e a outras proteinas derivadas de Bt (GOULD et
al., 1995, 1997). Por exemplo, a linhagem YHD2 de H. virescens selecionada em laboratério
apresentou alto nivel de resisténcia (> 10.000), ap0s 19 geracdes de pressao de selecdo com a
proteina CrylAc (GOULD et al., 1995). Estudos de estimativa da frequéncia inicial de alelos que
conferem resisténcia de H. virescens a CrylAc, constataram uma frequéncia inicial relativamente
alta de 1,5x10° (GOULD et al., 1997) e de 0,0036 a 0,0263 (BLANCO et al., 2009), o que
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evidenciam a possibilidade de rapida evolucdo da resisténcia de H. virescens a essa proteina em
condicBes de campo, caso estratégias de manejo da resisténcia ndo sejam implementadas.

Outra etapa fundamental para os programas de manejo da resisténcia a Bt esta na definicéo
de concentracdes diagnosticas para mensurar as mudancas na frequéncia de resisténcia e detectar
0 problema no inicio da evolucdo da resisténcia (ROUSH; MILLER, 1986; MARCON et al.,
2000; WU et al., 2002; ALI; LUTTRELL; YOUNG, 2006).

No Brasil, mesmo ap0s cinco anos de liberacdo da primeira planta Bt resistente a inseto
(Bollgard®) néo héa informacdes detalhadas sobre a avaliagdo da suscetibilidade de H. virescens &
proteina CrylAc. Dessa forma, o presente trabalho foi desenvolvido para caracterizar as linhas-
basica de suscetibilidade a proteina CrylAc em populagdes de H. virescens coletadas nas
principais regides produtoras de algoddo no Brasil e definir concentragcdes diagnosticas para

futuros programas de monitoramento da resisténcia.
3.2 Material e Métodos

3.2.1 Populagdes de Heliothis virescens

A populacgdo suscetivel de referéncia (S) foi obtida junto ao laboratério de Biologia de
Insetos — Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo
(USP), Piracicaba-SP em 2007. As populacdes de campo de H. virescens foram coletadas em
diferentes regides produtores de algoddo durante as safras agricolas de 2007/08 e 2008/09
(Quadro 3.1). As coletas foram realizadas no inicio das infestagdes a campo, sendo que em cada
local foram coletadas aproximadamente 200 lagartas e encaminhadas ao Laboratorio de
Resisténcia de Artropodes a Pesticidas, ESALQ/USP, Piracicaba-SP.



Safra Regido Municipio Longitude Latitude Data de coleta
2007/2008 Bahia Luis Eduardo Magalhdes  45°48°18”0 12°05°31”’S 11/3/2008
Mato Grosso do Sul Chapadéo do Sul 52°37°22”0 18°47°38”S 22/4/2008
Mato Grosso Sinop 55°38°5770 11°50°53”S 20/5/2008
Goias Palmeiras 49°55°3370 16°48°33”S 20/5/2008
2008/2009 Bahia Riach&o das Neves 44°54°36”0 11°50°53”S 04/3/2009
Mato Grosso do Sul Chapadéo do Sul 52°37°22”0 18°47°38”S 31/3/2009
Mato Grosso Sapezal 58°48°51”0 13°32°33”S 16/6/2009
Goias Rio Verde 50°55°40”0 17°47°52”S 30/4/2009
Mato Grosso Primavera do Leste 54°20°45”0 15°31°40”S 24/3/2009

Quadro 3.1 - Identificacdo das populacbes de Heliothis virescens amostradas em algod@o em diferentes safras agricolas, regides, muni-

cipios, coordenadas geograficas e datas de coleta

9¢
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3.2.2 Criagéo e manutencao das populacdes de H. virescens

As lagartas de H. virescens foram criadas em copos plésticos (50 ml), contendo dieta
artificial a base de feijao branco (Tabela 3.1), vedados com uma placa acrilica circular. Em cada
copo foi inoculada uma lagarta, a qual permaneceu até a fase de pupa. As pupas foram retiradas e
acondicionadas em placas de Petri (10 cm de diametro x 1,5 cm de altura) forradas com papel
filtro e recobertas por uma fina camada de vermiculita. Ap6s a emergéncia, os adultos foram
colocados em gaiolas cilindricas de PVC (21,5 cm altura x 14,5 cm de didmetro) revestidas
internamente com papel jornal e fechadas na parte superior com tecido fino “voal”. Foram
colocados 12 casais por gaiola, os quais foram alimentados por meio de um algodéao saturado com
solucdo aquosa de mel a 10%. As gaiolas foram mantidas em sala de criagdo a 25+1°C, umidade
relativa de 70+10% e fotofase de 14 horas. A cada dois dias os ovos foram coletados e
acondicionados em recipientes plasticos (500 mL) contendo papel filtro umedecido com agua

destilada e incubados em camara climatizada a 25+1°C e fotofase de 14 horas.

Tabela 3.1 - Composicdo da dieta artificial utilizada para a criacdo de Heliothis virescens
(Adaptada de GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976)

Ingrediente Quantidade
Feijdo branco (g) 75,00
Germe de trigo (g) 60,00
Proteina de soja (g) 30,00
Caseina (g) 30,00
Levedura de cerveja (g) 37,50
Agar (g) 22,50
Acido ascorbico (g) 3,96
Acido sorbico (g) 1,98
Nipagim (g) 3,30
Tetraciclina (mg) 124,00
Formaldeido 10% (mL) 15,90
Complexo vitaminico (mL) 9,90

Agua (mL) 1200,00
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3.2.3 Procedimentos de bioensaio com incorporagdo da proteina CrylAc na dieta

A fonte de proteina CrylAc utilizada foi a formulagdo em pd de MVP Il (Dow
Agrosciences, San Diego, EUA), contendo 11,14% de proteina CrylAc de B. thuringiensis
variedade kurstaki. O material foi mantido em freezer a temperatura de -20°C.

As diferentes concentragfes da proteina CrylAc, previamente diluidas em agua destilada,
foram colocadas em tubos plasticos graduados de 50 mL com tampa. Em cada tubo foi colocado 4
mL da proteina diluida (ou somente agua destilada no tratamento controle) e posteriormente foi
adicionado 36 mL de dieta artificial na temperatura de 54+1°C até completar o volume final de 40
mL. A proteina foi incorporada na dieta por meio de um agitador do tipo Vortex e mantida em
banho-maria na temperatura de 54+1°C. Aproximadamente 1 mL de dieta contendo as diferentes
concentracdes da proteina foi colocado em cada célula das bandejas de bioensaio com 128 células
(BIO-BA-128, CD International Inc., Pitman, NJ), com auxilio de uma pipeta de repeticdo,
baseado nos procedimentos descritos por Ali; Luttrell; Young (2006). Apos a geleificacdo da
dieta, uma lagarta neonata de 0-24 horas de idade foi inoculada em cada célula. As placas foram
fechadas com laminas plasticas auto-adesivas (BIO-CV-16, CD International Inc., Pitman, NJ)
que permitem as trocas gasosas com 0 ambiente externo e mantidas em camara climatizada a
27+2°C e fotoperiodo 14:10 (L:D) h. Os bioensaios foram avaliados apds sete dias, considerando-
se como critérios de resposta a mortalidade (sendo também consideradas mortas as lagartas que

ndo ultrapassaram o primeiro instar) e o peso das lagartas sobreviventes de cada tratamento.

3.2.4 Linhas-basica de suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc

Para caracterizacao toxicologica de H. virescens a proteina CrylAc foi utilizada a populagéo
suscetivel de referéncia (S) e quatro populacbes de campo coletadas na safra agricola 2007/08
(Quadro 3.1). Foram testadas de 5 a 8 concentracGes da proteina CrylAc espagadas entre 0,0018 -
3,1 ug de CrylAc/mL de dieta [ppm (I.A)], as quais foram incorporadas em dieta artificial. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4 a 8 repeticdes para cada
concentragdo, representadas por um grupo de 16 lagartas, sendo testadas no minimo 64 lagartas
por concentracdo. A atividade da proteina CrylAc foi verificada mediante a avaliagdo de
mortalidade e reducdo do peso das larvas sobreviventes apos sete dias da exposi¢do a proteina
inseticida. Os dados de mortalidade foram submetidos a analise de Probit para as estimativas das

concentragdes letais (CL) e respectivos intervalos de confianca (IC 95%) por meio do programa
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POLO-PC (LEORA SOFTWARE, 1987). Os dados referentes ao peso médio das lagartas
sobreviventes foram submetidos a anélise de regressdo nao-linear (SIMS et al., 1996) para as
estimativas das concentracdes efetivas (CE), mediante o uso do programa JMP versdo 3.1 (SAS
INSTITUTE, 2004).

Para estimativa das concentracbes diagndsticas, os dados de mortalidade das cinco
populacbes de H. virescens (populagdo suscetivel de referéncia e quatro populacbes de campo
safra 2007/08) foram agrupados e analisados conjuntamente, segundo método proposto por Sims
et al. (1996). Os dados de mortalidade foram submetidos ao modelo binomial com funcédo de
ligacdo complemento log-log (modelo CLL) que foi usado para descrever a relacdo entre a
concentracdo da proteina e a probabilidade de mortalidade acumulada (ROBERTSON;
PREISLER, 1992), utilizando-se o procedimento de Probit no programa SAS 9.1 (SAS
INSTITUTE, 2004). Por meio deste modelo foi estimado a CLgg € Seu respectivo intervalo de
confianga (IC 95%) e definidas as concentragBes diagnosticas para o monitoramento da
suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc, baseado em valores proximos do limite

superior do IC 95% e de =2 vezes da estimativa da CLg.

3.2.5 Monitoramento da suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc

O monitoramento da suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc foi realizado com
populacbes de H. virescens coletadas em campo na safra agricola 2008/09 (Quadro 3.1), além da
populacdo suscetivel de referéncia (S), mediante bioensaios com concentracGes diagnosticas
previamente definidas. Foram realizadas 9 repeticoes (cada repeticdo, com 112
lagartas/tratamento e 16 lagartas na testemunha) distribuidas em bandejas de bioensaio de 128
células (BIO-BA-128, CD International Inc., Pitman, NJ), totalizando 1008 lagartas para cada
concentracdo testada. Aos sete dias apos a inoculacdo avaliou-se a mortalidade, sendo tambeém
consideradas mortas as lagartas vivas que ndo ultrapassaram o primeiro instar. Os dados de

porcentagem de sobrevivéncia (x) obtidos para cada populagdo foram transformados arc sen
4/x,/100 e submetidos a analise de variancia. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo

teste Tukey (o = 0,05) no programa SAS 9.1 (SAS INSTITUTE, 2004).
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3.3 Resultados

3.3.1 Caracterizacao da suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc

As CLss estimadas para as populacdes de H. virescens variaram de 0,18 a 0,66 pug de
CrylAc/mL de dieta, representando uma diferenca de apenas ~3,7 vezes entre as populacdes
avaliadas (Tabela 3.2 e Figura 3.1). Entre as populacbes provenientes de campo avaliadas a
variacdo na resposta entre as CLsso foi de apenas ~2,3 vezes. Para as populacdes de Sinop-MT,
Luis Eduardo Magalhédes-BA e Palmeiras-GO houve sobreposi¢do do IC das CLssg indicando que
essas populagdes ndo diferiram estatisticamente quanto a suscetibilidade a proteina CrylAc. A
populacdo de Chapaddo do Sul-MS foi a mais suscetivel a proteina CrylAc com CLsy = 0,18
(Tabela 3.2 e Figura 3.1). As CLsgg variaram de 0,67 a 1,55 ug de CrylAc/mL de dieta.

Tabela 3.2 - Respostas de concentracdo-mortalidade a proteina CrylAc para lagartas neonatas da
populacdo suscetivel de referéncia (S) e populacBes de campo de H. virescens
coletadas na cultura do algoddo na safra 2007/08, em bioensaio de incorporagédo da
proteina em dieta artificial

Coeficiente CLs CLg
Populagbes n®  Angular (+ EP) (IC 95%) (1C 95%) X g.1.?
Suscetivel de referéncia (S) 763 3,71+0,36 0,66 1,47 9,96 4
(0,48-0,82) (1,14-2,49)
Luis Eduardo 754 2,36 £ 0,20 0,33 1,14 1,46 4
Magalhdes/BA (0,28-0,37) (0,91-1,54)
Chapadao do Sul/MS 503 2,11+0,18 0,18 0,72 12,04 5

(0,11-0,24)  (0,49-1,44)

Sinop/MT 317 2,36+0,28 0,19 0,67 7,33 3
(0,10-031)  (0,38-4,64)

Palmeiras/GO 495 2,20 +£0,23 0,41 1,55 7,38 5
(0,28-0,53)  (1,08-2,90)

@ Namero total de lagartas neonatas testadas
@ Graus de liberdade
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Probit
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Figura 3.1 - Linhas de concentracdo-mortalidade a proteina CrylAc para lagartas neonatas da
populacdo suscetivel de referéncia (S) e populacbes de campo de H. virescens
coletadas na cultura do algoddo em diferentes regides brasileiras na safra 2007/08,
em bioensaio de incorporacgdo da proteina em dieta artificial

Os valores estimados de CEssg variaram de 0,0053 a 0,016 pg de CrylAc/mL de dieta e 0s
de CEsgy de 0,1303 a 0,1999 ng de CrylAc/mL de dieta (Tabela 3.3). A variacdo na
suscetibilidade a proteina CrylAc entre as populacdes foi de apenas ~3,0 vezes, baseado na CEss.
Em ambos os critérios de resposta, H. virescens foi altamente suscetivel a proteina CrylAc.
Entretanto, as respostas a inibicdo de crescimento foram consideravelmente mais sensiveis que 0s
bioensaios de concentracdo-resposta da mortalidade para deteccdo de incipientes mudancas na
suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc, uma vez que, mesmo em baixas concentraces

de CrylAc testadas houve grande reducdo no desenvolvimento larval (Figura 3.2).
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Tabela 3.3 - Respostas da populacéo suscetivel de referéncia (S) e de populaces de campo de
H. virescens coletadas na safra 2007/2008 a proteina CrylAc em relacdo a inibicdo
do crescimento larval em bioensaios de incorporagdo da proteina em dieta artificial

. O CEso @ CEqo
Populagdes N (1C 95%) (1C 95%)

Suscetivel de referéncia (S) 1085 0,0072 0,1559
(0,0056 - 0,0089) (0,1114 - 0,2172)

Luis Eduardo Magalhdes/BA 1444 0,0150 0,1303
(0,0133 - 0,0167) (0,1069 - 0,1571)

Chapadéo do Sul/MS 979 0,0053 0,1871
(0,0038 - 0,0072) (0,1225 - 0,2935)

Sinop/MT 692 0,0056 0,1359
(0,0039 - 0,0078) (0,0841 - 0,2295)

Palmeiras/GO 1085 0,0161 0,1999

(0,0117 - 0,0212)

(0,1398 - 0,2963)

W NUmero total de lagartas neonatas testadas
@ Concentragdo efetiva
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Figura 3.2 - Porcentagem de mortalidade e inibicdo do crescimento de lagartas neonatas de H.
virescens expostas a diferentes concentracdes da proteina CrylAc em bioensaios
com incorporacgéo da proteina em dieta artificial



44

Foi estimada a CLgo= 2,58 (95% IC 2,12-3,29) ug de CrylAc/mL de dieta mediante a
andlise conjunta dos dados de concetragcdo-mortalidade para todas as populagdes de H. virescens e
definidas as concentracfes diagndsticas de 3,1 pg de CrylAc/mL (valor préximo do limite
superior do IC (95%) da CLgg € de 5,6 g de CrylAc/mL (=2 vezes a CLgg) para 0 monitoramento
da suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc (Figura 3.3).

1,00

0,75

0,50 7

0,25

Proporc¢do de mortalidade

Log-concentracéo (ug CrylAc/mL de dieta)

Figura 3.3 - Analise conjunta dos dados, mediante o agrupamento dos dados obtidos com a
caracterizacdo toxicoldgica da populacdo suscetivel de referéncia (S) e de quatro
populacdes de campo de H. virescens coletadas na safra 2007/08. A éarea
hachurada indica a faixa de concentragdes diagndsticas sugeridas para
monitoramento da resisténcia

3.3.2 Monitoramento da suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc

Diferencas significativas quanto a suscetibilidade a proteina CrylAc foram observadas
entre as populacdes de H. virescens avaliadas (Tabela 3.4), tanto para a concentracdo diagndstica
de 3,1 ug de CrylAc/mL de dieta [ppm (I.A)] (F= 13,26; g.l.= 5, 373; P<0,0001) quanto para a
concentragédo de 5,6 pug de CrylAc/mL de dieta [ppm (.A)] (F= 11,62; g.l.= 5, 373; P<0,0001),
com porcentagem de sobrevivéncia variando de 1,39 a 7,44% e 0,0 a 1,68%, respectivamente
(Tabela 3.4). Na concentracdo diagnostica de 3,1 pg de CrylAc/mL de dieta, as populacdes de

Chapadéo do Sul-MS e Rio Verde-GO diferiram significativamente da populacdo suscetivel de
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referéncia, sendo que a populacdo de Rio Verde-GO foi a Unica que diferiu significativamente de
todas as populacdes avaliadas, apresentando sobrevivéncia de 7,44%. Na concentracdo
diagnostica de 5,6 pg de CrylAc/mL de dieta, as populacGes de Sapezal-MT, Primavera do Leste-
MT e Chapaddo do Sul-MS néo apresentaram nenhuma sobrevivéncia de lagartas. Entretanto, as
populagcdes Riachdo das Neves-BA e Rio Verde-GO por apresentarem maior porcentagem de
sobrevivéncia 1,29% e 1,68%, respectivamente, diferiram estatisticamente das demais populac¢des
(Tabela 3.4).

Tabela 3.4 - Porcentagem de sobrevivéncia £ erro padrdo de populac6es de H. virescens coletadas
em diferentes regies produtoras de algoddo na safra 2008/09, em bioensaios com
incorporacdo da proteina CrylAc em dieta artificial

Populaces Concentragodes (ug/mL)

3,1 5,6
Suscetivel de referéncia (S) 1,39+050a 0,40+0,20 a
Sapezal/MT 2,05+0,24 ab 0,00+0,00 a
Primavera do Leste/MT 2,08 £0,40 ab 0,00+0,00a
Riachao das Neves/BA 2,88+ 0,52 ab 1,29+0,35b
Chapadéo do Sul/MS 446+0,67 b 0,00+0,00 a
Rio Verde/GO 744+102 ¢ 1,68+0,40b

Médias seguida pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, (0=0,05)

3.4 Discussao

Baseada nas estimativas de CLsso, diferencas na suscetibilidade a proteina CrylAc de ~3,7
vezes foram detectadas entre as populacdes de H. virescens avaliadas (Tabela 3.3 e Figura 3.1).
Os valores de coeficientes angulares das populagdes avaliadas foram menores que o valor da
populacdo suscetivel de referéncia (Tabela 3.3), os quais indicam maior heterogeneidade na
resposta a proteina CrylAc para as populacdes de campo. De acordo com ffrench-Constant e
Roush (1990), quanto maior o coeficiente angular, maior a homogeneidade na resposta a um
determinado agente de controle. Entre as populagc6es provenientes de campo avaliadas, a variagéo
na resposta entre as CLsSsy foi de apenas =~2,3 vezes. Para as populacbes de Sinop-MT, Luis
Eduardo Magalhdes-BA e Palmeiras-GO houve sobreposicdo do IC das CLssg indicando que essas

populacbes ndo diferiram estatisticamente quanto a suscetibilidade & proteina CrylAc. Das
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populagbes de campo, a de Chapaddo do Sul-MS foi a mais suscetivel a proteina CrylAc (Tabela
3.3 e Figura 3.1). Portanto, a variabilidade nas respostas de populagdes de H. virescens a proteina
CrylAc foi baixa. VariacOes relativamente baixas na suscetibilidade de H. virescens a proteina
CrylAc também foram reportadas nos EUA. Stone e Sims (1993) avaliaram a suscetibilidade de
H. virescens a proteina CrylAc antes da liberagdo comercial do algoddo Bt nos EUA, e
verificaram uma variabilidade na resposta a CrylAc entre as populacfes de oito vezes. Luttrell;
Wan e Knighten (1999) verificaram variacdo de cinco vezes na resposta a CrylAc, em populagdes
de H. virescens de diferentes regides dos EUA. De modo semelhante, Ali; Luttrell; Young (2006)
verificaram variacdo de quatro vezes na suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc entre
populacGes de laboratério e campo de diferentes regides dos EUA. Estudo realizado por Gould et
al. (1997) para estimar a frequéncia inicial de alelos da resisténcia a proteina CrylAc, indicaram
uma freqiiéncia inicial relativamente alta de 1,5x10° em populagdes de campo de H. virescens
coletadas em diferentes regides dos EUA. Portanto, esses estudos demonstram a existéncia de um
potencial relativamente alto dessa espécie para evolucao da resisténcia, caso estratégias de manejo
ndo sejam implementadas.

As pequenas variacbes na suscetibilidade a proteina CrylAc em populacbes de H.
virescens avaliadas no presente estudo podem estar relacionadas as variacGes naturais entre as
populacBes e ndo a pressao de selecdo devido a exposicdo a proteina Bt, pois essas populacdes
foram coletadas no inicio do cultivo de algoddo Bt no Brasil. Por outro lado, ha possibilidade de
uma selecdo pretérita com aplicacbes de Bt em pulverizacdo em algumas regides do Brasil.
Conforme relatado para outras espécies de insetos, tais diferencas na suscetibilidade podem ser
devido as diferengas na aptiddo (crescimento e desenvolvimento) de cada popula¢do (ROSSITER;
YENDOL,; DUBOIS, 1990; MARCON et al., 1999), variacdes incontrolaveis na conducdo dos
bioensaios ou outros fatores ndo-genéticos (SIMS et al., 1996).

O critério de mortalidade de neonatas sete dias apds o tratamento tem sido usualmente
utilizado para mensurar a suscetibilidade de H. virescens a proteinas de Bt (LUTTRELL; WAN;
KNIGHTEN, 1999; SIEGFRIED; SPENCER; NEARMAN, 2000; ALI; LUTTRELL, 2007).
Entretanto, além da mortalidade, as proteinas de Bt podem causar o enfezamento larval por meio
da inibicdo da muda dos insetos (troca de tegumento das lagartas) e reducdo de desenvolvimento
(SIMS et al., 1996; ALI; LUTTRELL; YOUNG, 2006). Isso também foi constatado no presente

trabalho, em que as respostas a inibicdo de crescimento foram consideravelmente mais sensiveis
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que os bioensaios de concentracdo-resposta da mortalidade para deteccdo de mudancas na
suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc (Tabela 3.3 e Figura 3.2). De acordo com Sims
et al. (1996), o efeito das proteinas inseticidas de Bt sobre o desenvolvimento do inseto pode
impedir que 0 mesmo atinja a fase adulta e, consequentemente, complete seu ciclo bioldgico
(DULMAGE; MARTINEZ, 1973). Dessa forma, a inibicdo do crescimento é um efeito
importante provocado pela ingestdo de proteinas inseticidas de B. thuringiensis, que pode ser,
potencialmente, incluido na avaliacdo da suscetibilidade as proteinas de Bt (ALI; LUTTRELL,
2009). Sims et al. (1996) e Wu, Guo e Lv (1999) propuseram que a inibicdo da troca do
tegumento larval ou do crescimento larval sdo pardmetros mais adequados para avaliar a resposta
de lagartas de Lepidoptera a proteinas inseticidas de Bt.

Trabalhos rotineiros de monitoramento da suscetibilidade de insetos-praga tém sido
conduzidos por meio do uso de concentracfes diagnosticas (ROUSH; MILLER, 1996; MARCON
et al., 2000; SIEGFRIED et al., 2007) ao invés da estimativa das CLsso. Esta abordagem requer o
conhecimento das relagbes de concentragao-resposta entre as espécies-alvo a proteinas de Bt, além
da definicdo de concentracdes diagnosticas. O uso da inibi¢do da troca de tegumento nas larvas ou
reducdo no crescimento larval pode aumentar a poténcia efetiva das proteinas inseticidas de Bt
(ALI; LUTTRELL, 2009), e desta forma maximizar a possibilidade de detectar a resisténcia nas
populagdes do inseto-praga (GOULD, 2000). Para 0 monitoramento, as avaliagdes de inibicdo de
crescimento (CE) sdo consideravelmente mais sensiveis do que os bioensaios de concentragdo-
mortalidade para a deteccdo de mudancas na suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc
(SIMS et al., 1996). Entretanto, a CE muitas vezes ndo tem sido utilizado porque requer a
pesagem das lagartas, 0 que pode tornar os bioensaios um procedimento incompativel com a larga
escala dos programas de monitoramento.

Para o monitoramento da suscetibilidade de H. virescens a proteina CrylAc, as potenciais
concentragOes diagndsticas determinadas mediante a analise conjunta dos dados de concentragéo-
mortalidade para todas as populacfes de H. virescens foram 3,1 e 5,6 pg de CrylAc/mL de dieta.
Na safra 2008/09, os resultados do monitoramento da suscetibilidade de H. virescens nas
concentracgdes letais de 3,1 e 5,6 pug de CrylAc/mL de dieta indicaram diferencas significativas na
sobrevivéncia a proteina CrylAc entre as regides estudadas. Entretanto, ja foi constatada
variabilidade natural na resposta de H. virescens quanto a suscetibilidade a proteina CrylAc nas

diferentes regides de cultivo de algodado do Brasil mediante as curvas de concentracdo-resposta
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determinadas na safra 2007/2008. Vale ressaltar que as lagartas sobreviventes em ambas as
concentragcdes diagnosticas ndo atigiram o terceiro instar. Por outo lado, todas as lagartas
sobreviventes na testemunha haviam atingido o terceiro instar no momento da avaliagdo dos
bioensaios. Portanto, para a deteccdo da resisténcia em programas de monitoramento da
resisténcia é de fundamental importancia que seja adicionado outros critérios de respostas como
inibicdo da troca de tegumento e ou inibicdo do crescimento dos insetos nos protocolos de
monitoramento de rotina (ALI; LUTTRELL, 2009).

Nas condicdes brasileiras os cultivos de plantas Bt poderdo ser explorados de modo
intensivo, dando origem a um consideravel nimero de diferentes composicdes de mosaicos de
plantas Bt em sistemas de produgdo de cultivos. Dessa forma, ha necessidade de considerar o0s
diferentes regimes de selecdo aos quais 0s insetos estardo sendo expostos devido a diversidade de
cultivos com plantas Bt e o sistema de producdo agricola de cada regido. Para a avaliacdo da
efetividade de qualquer estratégia de manejo da resisténcia, 0os programas de monitoramento da
suscetibilidade das populacdes das pragas-alvo serdo fundamentais para preservar a vida Gtil das
plantas Bt.

3.5 Conclusoes

e Ha& baixa variabilidade natural (=3,7 vezes) na suscetibilidade a proteina CrylAc em
populacdes de Heliothis virescens no Brasil;

e As concentracdes diagnosticas de 3,1 e 5,6 ug de CrylAc/mL dieta podem ser utilizadas em
programas de monitoramento da suscetibilidade de H. virescens, mediante bioensaios com

incorporacgéo da proteina CrylAc em dieta artificial.
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4 VARIABILIDADE GENETICA E FLUXO GENICO INFERIDOS POR MARCADORES
MITOCONDRIAIS EM POPULACOES DE Heliothis virescens (Fabricius)
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) NO BRASIL

Resumo

A lagarta-da-macd do algodoeiro, Heliothis virescens (Fabricius), € amplamente
distribuida, ocorrendo desde a América do Sul até a América do Norte. Essa espécie tem sido de
grande importancia econdmica nas culturas de algoddo e soja no Brasil, principalmente com a
expansdo da agricultura nas regides do cerrado. Entretanto, pouco se conhece sobre a estrutura
genética e padrdes de fluxo génico nas escalas locais e regionais de H. virescens visando a
implementacdo de programas efetivos de manejo dessa praga no Brasil. Assim, 0 objetivo desse
trabalho foi avaliar a variabilidade genética e o fluxo génico entre populacbes de H. virescens
utilizando marcadores de DNAmit (subunidades 1 e Il da citocromo oxidase — COl e COIl — e a
subunidade 6 da desidrogenase dinucleotidica da adenina nicotinamida — nad6). Foram avaliadas
11 populacBes de H. virescens, totalizando 120 individuos provenientes de populagGes coletadas
nas culturas de algodao (safras 2007/08, 2008/09 e 2009/10) e soja (safra 2009/10) nas principais
regides de cultivo no Brasil (Bahia, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul). Baseadas em
analises de agrupamento (“Neighbor-Joining”e Analise de Componentes Principais) e Bayesiana
(Structure) foram verificadas uma baixa estruturacdo entre as populacdes de H. virescens de
diferentes regides, bem como para aquelas coletadas em plantas hospedeiras diferentes. As
analises de AMOVA indicaram baixa estruturacdo genética entre as populacfes estudadas
independente da cultura (Fst= 0,019) ou escala geogréafica (Fst= 0,012), sugerindo um nivel
significativo de fluxo génico. Em média, a distancia genética entre as amostras foi de 0,1%. Uma
rede de haplétipos obtida com os dados combinados resultou em 35 hapldtipos, com quatro
hapl6tipos Unicos presentes somente nas amostras coletadas em soja. A principal caracteristica
dessa rede é a forma de estrela na distribuicdo dos hapl6tipos, bem como a ocorréncia de muitos
alelos em baixa frequéncia. Esse tipo de rede é caracteristico de populacdes que passaram por uma
recente expansdo populacional e, de fato, a histdria demogréafica de H. virescens, baseada no teste
de distribuicdo da diferenca genética par-a-par entre haplotipos (distribuicdo de Mismatch) e nos
resultados negativos nos testes de neutralidade seletiva indicam também um episddio de expansao
populacional recente.

Palavras-chave: DNA mitocondrial; Fluxo génico; Lagarta-da-macé do algodoeiro

GENETIC VARIABILITY [INFERRED BY MITOCHONDRIAL MARKERS IN
BRAZILIAN POPULATIONS OF Heliothis virescens (Fabricius) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)

Abstract

The tobacco budworm, Heliothis virescens (Fabricius), is widely distributed, occuring
from South America to North America. This species is of great economic importance in cotton
and soybean crops in Brazil, mainly with the expansion of the agriculture in the savannah regions.
However, little is known about the genetic structure and gene flow patterns of H. virescens at
local and regional levels to implement effective programs for managing this pest in Brazil.
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Therefore, the objective of this study was to evaluate the genetic variability among H. virescens
populations with mitDNA markers (cytochrome oxidase subunities | and Il — COIl e COIl — and
the subunity 6 of dinucleotide dehydrogenase of adenine nicotinamide — nad6). We evaluated a
total of 120 specimens from 11 populations of H. virescens collected in cotton (2007/08, 2008/09
and 2009/10 cropping seasons) and soybean (2009/10 cropping season) from major agricultural
regions in Brazil (Bahia, Goias, Mato Grosso and Mato Grosso do Sul). Based on cluster analysis
(Neighbor-Joining and Principal Coordinate Analysis) and Bayesian analysis (Structure), a low
structure was detected among H. virescens populations either by regions or host plants. AMOVA
analysis also indicated low genetic structure among H. virescens populations across crops (Fst=
0.019) or geographic scale (Fst= 0.012), suggesting a significant gene flow. The mean genetic
distance among samples was 0.1%. The haplotype network obtained with joint data resulted in 35
haplotypes, with four unique haplotypes present only in samples collected from soybean crop. The
major characteristics of the haplotype network were the star-like pattern and the occurrence of
many alleles at low frequencies. This type of network is typical for populations that passed
through a recent population expansion and, in fact, the demographic history of H. virescens, based
on distribution test of pair-wise genetic difference among haplotypes (Mismatch distribution) and
negative results from tests of selective neutrality also indicate an episode of a recent population
expansion.

Keywords: Mitochondrial DNA; Gene flow; Tobacco budworm

4.1 Introducéo

Estudos de genética de populacbes de pragas agricolas tém destacado a importancia do
conhecimento da variabilidade genética e do fluxo génico para a implementacdo de estratégias
efetivas no Manejo Integrado de Pragas (MIP) (KRAFSUR, 2005). Como as populagdes de
insetos-praga estdo frequentemente sujeitas a aplicacdo de medidas de fitoprotecdo, tais como
inseticidas e culturas transgénicas, a evolugdo da resisténcia é fortemente influenciada pela sua
estrutura populacional (FUENTES-CONTRERAS et al., 2008). Alem disso, a variacdo no espaco
e no tempo da estrutura genética de uma populacdo de uma determinada praga, juntamente com o
fluxo génico entre as suas subpopulacBes, tem grande influéncia sobre a taxa de evolucdo da
resisténcia (DALY, 1993; HOY, 1998). A estimativa do fluxo génico pode ser dificil de ser
mensurada diretamente, mas tem sido realizada a partir do uso de marcadores moleculares, e
funcionado como um indice para avaliar as taxas de dispersdo entre diferentes populacdes de
insetos (SLATKIN, 1985; RODERICK, 1996).

Dentre as diferentes classes e tipos de marcadores existentes (FERREIRA;
GRATAPAGLIA, 1996), as sequéncias de DNA mitocondrial (DNAmit) tém sido usadas com
bons resultados para estudos populacionais de varios grupos de Lepidoptera (ROE; SPERLING,
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2007), incluindo anélises da estrutura de populacbes e fluxo génico, biogeografia e relagdes
filogenéticas (AVISE et al., 1987; LANG; GRAY; BURGER, 1999). O tamanho relativamente
pequeno, a alta taxa de mudanca evolutiva e a heranca maternal do DNAmit, o tornam adequado
para a analise de populacdes e sobre a histéria e a evolucdo entre taxons estreitamente
relacionados (SIMON; FRANKE; MARTIN, 1991; CATERINO; CHO; SPERLING, 2000). Além
disso, uma das principais vantagens do uso do DNAmit nos estudos de filogeografia esta
relacionada a relativa falta de recombinacdo, que na pratica significa que, na auséncia de
mutacdes, todos os descendentes terdo 0 mesmo genoma mitocondrial materno, o que possibilita
que linhagens individuais possam ser tracadas ao longo do tempo e do espaco (FREELAND,
2006). Atualmente, devido a disponibilizacdo de genomas completos de varias espécies de
Lepidoptera (CAMERON; WHITING, 2008; YANG et al., 2009) é possivel realizar a avaliacdo e
0 estabelecimento de novos genes para estudos em todos 0s niveis taxondmicos neste grupo, dos
quais pode se destacar as subunidades da desidrogenase dinucleotidica da adenina nicotinamida
(NADH) para estudos de genética populacional (CAMERON; WHITING, 2008; MERANER et
al., 2008; MILLER et al., 2009; GOMEZ-P et al., 2009).

Heliothis virescens (Fabricius) é uma praga migratéria facultativa, com capacidade de se
dispersar em escalas locais e inter-regionais (FARROW; DALY, 1987). O principal hospedeiro
dessa praga é o algoddo (Gossypium hirsutum L.), que tem sido atacado em niveis variaveis nas
principais regides algodoeiras no Brasil (DEGRANDE, 1998). H. virescens apresenta
comportamento alimentar polifago e, além do algodao, pode alimentar-se de soja, tomate, milho,
tabaco e feijoeiro (FIIT, 1989). A capacidade de dispersdo dos adultos dessa praga permite que
esse inseto se dissemine rapidamente ao longo da faixa de distribuicdo de suas plantas hospedeiras
(FARROW; DALY, 1987).

Devido ao uso excessivo de inseticidas para o controle desta praga, H. virescens ja
demonstrou habilidade em evoluir resisténcia (McCAFFERY, 1998), o que torna seu manejo
especialmente dificil. Uma forma alternativa de controlar o ataque desse inseto-praga € o uso do
algodédo geneticamente modificado (GM) contendo genes da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt). No entanto, o potencial de evolucdo de resisténcia de populagdes de
insetos as proteinas de Bt é uma das principais ameacas e limitagdes ao emprego sustentavel desta
tecnologia para o controle de pragas agricolas. Embora varias estratégias tenham sido propostas
para retardar a resisténcia as plantas GM (TABASHNIK, 1994; ALSTAD; ANDOW, 1995), o
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foco tem sido a estratégia de refgio, ou seja, areas de cultivos de plantas hospedeiras que nao
expressam toxinas de Bt mantidas nas proximidades das plantas GM toxicas (GOULD, 1998).
Outra fonte de individuos suscetiveis para acasalar com individuos resistentes que poderiam ser
selecionados nas areas de algoddo Bt seriam hospedeiros alternativos presentes na regido. No
entanto, para que esses individuos possam ser efetivamente considerados como fonte de
suscetibilidade para 0 manejo da resisténcia, estas plantas alternativas devem conter populagoes
da praga alvo que possam acasalar ao acaso com aquelas popula¢fes emergindo das culturas GM
(MARTEL et al., 2003). Desse modo, o entendimento da estrutura genética e do fluxo génico
entre populacbes de uma praga € essencial para o delineamento de préaticas de manejo que visem
retardar a evolucdo da resisténcia a qualquer tética de controle de insetos.

O principal objetivo desse trabalho foi avaliar a variabilidade genética e o fluxo génico
entre populacdes de H. virescens coletadas nas principais regides produtoras de algodéo e soja no
Brasil, usando sequéncias de genes mitocondriais (subunidades I e Il da citocromo oxidase — COI
e COIIl — e a subunidades 6 da desidrogenase dinucleotidica da adenina nicotinamida — nad6) para
acessar sua variacdo genética. Foram realizados estudos para (a) estimar a variabilidade genética e
o fluxo génico em populagdes de algoddo coletadas em diferentes safras agricolas e (b) estimar o
fluxo génico entre populagfes amostradas em algodao e em soja que ocorrem nas mesmas regioes

produtoras.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Especimes

Onze populagdes de H. virescens, foram amostradas na cultura do algoddo nas safras de
2007/2008, 2008/2009 e 2009/2010, e na cultura da soja, na safra 2009/2010 (Quadro 4.1). As
coletas foram realizadas no inicio das infestacbes a campo e encaminhadas ao Laboratério de
Resisténcia de Artropodes a Pesticidas, ESALQ/USP, Piracicaba-SP. Para a obtencéo dos adultos,
as lagartas de H. virescens oriundas do campo foram criadas em copos plasticos (50 mL),
contendo dieta artificial a base de feijdo branco vedados com uma placa acrilica circular. Em cada
copo foi inoculada uma lagarta, a qual permaneceu até a fase de pupa. As pupas foram retiradas e

acondicionadas em placas de Petri (10 cm de diametro x 1,5 cm de altura) forradas com papel
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filtro e recobertas por uma fina camada de vermiculita até a emergéncia dos adultos, os quais

foram imediatamente congelados a temperatura de -20°C até a extracdo de DNA.



Genes/total de

Locais de coleta Longitude Latitude é\/les/ano Cadigo Cultura Tota_l de espéecimes
e coleta espécimes .
sequenciados
Col coll nad6

Luis Eduardo Magalhdes, BA 45°48°18”0 12°05°31”S 03/2008 BAO8algodao Algodao 10 10 8 10
Palmeiras, GO 49°55°33”0 16°48°33”S 05/2008 GO08algodao Algodao 12 11 11 12
Chapaddo do Sul, MS 52°37°22”0 18°47°38”S 04/2008 MS08algodao Algodao 13 13 11 13
Sinop, MT 55°38°5770 11°50°53”S 05/2008 MTO08algoddo Algodao 8 8 8
Riachédo das Neves, BA 44°54°36”0 11°50°53”S 03/2009 BAO09algodao Algodao 11 11 4 11
Rio Verde, GO 50°55’40”0 17°47°52”S 04/2009 GO0%algodao Algodao 16 16 14 16
Primavera do Leste, MT 54°20°45”0 15°31°40”S 03/2009 MTPLO09algoddo Algodao 6 2 4 6
Sapezal, MT 58°48°5170 13°32°33”S 06/2009 MTO09algodao Algodéo 12 12 11 12
Luis Eduardo Magalhaes, BA 45°48°18”0 12°05°31”’S 01/2010 BA10algodéo Algodéo 10 10 9 10
Luis Eduardo Magalhdes, BA 45°48°18”0 12°05°31”S 01/2010 BA10Soja Soja 12 11 11 12
Chapadédo do Sul, MS 52°37°22”0 18°47°38”S 01/2010 MS10Soja Soja 10 9 10 10

Quadro 4.1 - Identificacdo das amostras de H. virescens, com localidade, data de coleta no campo, cédigo da populacéo e
total de espécimes coletados e seqlienciados

8G
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4.2.2 Extragéo, amplificacéo e sequenciamento do DNAmit

O DNA total dos espécimes de H. virescens foi extraido a partir de tecido fresco do torax
de individuos adultos, totalizando 120 individuos das populacbes avaliadas (Quadro 4.1),
conforme protocolo do Invisorb Spin Tissue kit (Uniscience). As subunidades | e 1l do gene
mitocondrial citocromo oxidase (COIl e COIl, ~2300 pb) e a subunidade 6 da desidrogenase
dinucleotidica da adenina nicotinamida (nad6, ~500 pb) foram escolhidos para as anélises
populacionais desses individuos. A regido nad6 foi usada como marcador complementar para o
estudo da variabilidade genética em quatro espécies de lepidopteros-praga incluindo H. virescens,
onde Silva-Brand&o® concluiu que essa regido pode ser usada como um complemento a outras
regibes em estudos sobre a estimativa de variabilidade genética em populagcdes desse grupo
(informacdo verbal).

Os iniciadores (primers) utilizados para amplificar cada uma das regiGes propostas
juntamente com os respectivos programas de amplificacdo especificos para cada uma das regides
estdo apresentados no Quadro 4.2. As reacfes de PCR foram feitas para um volume final de 50
uL, contendo Tampdo (10x), 40 uM de dNTPs, 2,0 mM de MgClI, 0,2 mM de cada iniciador, 1U
of GoTagq® DNA Polimerase (Promega), 5,0 mL de BSA na concentracio de 0,5 mg/mL, 2,0 pL
DNA genémico de amostras de H. virescens. Os produtos das amplificacGes foram purificados
usando o kit Invisorb Fragment CleanUp (Invitek). Apo6s a amplificacdo e purificacdo de cada
regido, elas foram sequenciadas utilizando o mesmo conjunto de iniciadores usados nas
amplificacdes. As regibes sequenciadas foram analisadas no programa FinchTV v. 1.4.0
(Geospiza Inc.) e alinhadas manualmente no programa BioEdit v. 7.0.5.3 (HALL, 1999).
Posteriormente, estas sequéncias serdo depositadas no banco de dados do GenBank

(http://www.ncbi.nih.qov/).

! SILVA- BRANDAO, K.L. Bolsista Pré-Doc Capes. ESALQ/USP. Departamento de Entomologia e Acarologia.


http://www.ncbi.nih.gov/
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Gene Iniciador F/R Sequéncia (5—3) Programas
COl -5 Lcow F GGT CAA CAA ATC ATAAAG ATATTG G 1 ciclo: 95°C - 5 min, 35 ciclos:
HCOW R TAAACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA  24°C - 30 seg, 47°C - 30 seg e
72°C - 1 min e 30 seg, 1 ciclo

72°C - 10 min.
Ccol-3 Jerry@ F CAACAY TTATTT TGATTT TTT GG 1 ciclo: 95°C - 5 min, 35 ciclos:
Pat® R ATCCAT TAC ATA TAA TCT GCC ATA g L 30 569, 45 € - 50 5% ¢
- 1 min e 30 seg, 1 ciclo

72°C - 10 min.
coll George® F TAG GAT TAG CTG GAATAC C 1 ciclo: 95°C - 5 min, 35 ciclos:
Imelda® R CATTAGAAG TAATTGCTAATTTACTA  24°C - 30 seg, 45°C - 30 seg e
72°C - 1 min e 30 seg, 1 ciclo

72°C - 10 min.
nadé tPro-j1009 F ATC WAT AAT CTC CAA AAT TAT 1 ciclo: 94°C - 5 min, 35 ciclos:

94°C - 45 seg, 45°C - 45 seg e
72°C - 1 min e 30 seg, 1 ciclo
72°C - 5 min.

nad6-N-10624 R GGN CCATAA AAAATATTW GT

Y=CIT; S=G/C; K=G/T; V=G/AIC; R=A/G; ™’ Simon et al. (1994); © Caterino; Sperling (1999); ® Brower et al. (2006)

Quadro 4.2 - Iniciadores utilizados para o sequenciamento de espécimes de H. virescens e seus
respectivos programas de amplificacédo

4.2.3 Medidas de variabilidade genética

As estatisticas gerais das sequéncias dos genes mitocondriais foram obtidas por meio do
programa Mega 4.0 (TAMURA et al., 2007) e a op¢do “DNA polymorphism” no programa
DnaSP v.5 (LIBRADO; ROZAS, 2009). A diversidade nucleotidica (m) e diversidade de
haplotipos (H) foram estimadas usando o programa Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER,
2010). A distancia genética foi estimada no programa Mega 4.0 (TAMURA et al., 2007)
utilizando-se o modelo de substituicdo nucleotidica distancia-p (utilizado para distancias
genéticas menores do que 0,2) (NEI; KUMAR, 2000).

Os dados de sequéncias de DNAmit foram analisados com trés metodologias diferentes de
agrupamento. Os dendrogramas das relagdes fenéticas entre os individuos amostrados foram
obtidos usando o programa Mega 4.0 (TAMURA et al., 2007), empregando-se o critério de
Neighbor-Joining (NJ) e distancia-p, e o teste ndo-paramétrico de “bootstrap™ para estimar a
confiabilidade dos ramos, com 1.000 replicagdes. Foram construidas arvores de NJ para as trés
regibes em separado (COI, COIl e nad6) e para os conjuntos de dados combinados
(COI+COll+nad6) para avaliar a contribuicdo de cada regido aos resultados finais.

Outras duas andlises foram realizadas usando o conjunto de dados combinados
(COI+COll+nad6). A andlise multivariada de componentes principais PCA (“Principal
Coordinate Analysis”) que fornece uma ferramenta onde é possivel visualizar padrdes de

agrupamentos obtidos por comparacdes de distancias genéticas sem alterar os dados. As analises
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de PCA foram realizadas por individuos e por populacfes, por meio do programa GENALEX
(PEAKALL; SMOUSE, 2006), usando uma matriz de distancia genética PhiPT e parametros
padrdes do programa. Essa andlise difere dos métodos de construcdo de arvores, como NJ, em
que os algoritmos normalmente assumem uma estruturacdo genética hierarquica.

O agrupamento populacional também foi investigado usando a abordagem Bayesiana
implementada no programa STRUCTURE 2.3.3 (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY,
2000). Cada mutacdo encontrada no sequenciamento dos trés genes mitocondriais analisados em
conjunto, foi tratada como um SNP (“Single Nucleotide Polymorphism™). A analise foi feita com
0 modelo admixture ancestry model e com correlagdo da frequéncia de alelos, como fornecido
pelo programa, com um burn in de 50 000 interacGes e 500 000 repeticOes de cadeia de Markov
Monte Carlo (MCMC) para calcular o nimero provavel de agrupamentos genéticos (K). Foram
realizadas 20 corridas independentes para cada K para confirmar a consisténcia das corridas,
testando K de 1 a 15. Foi usado o AK de Evanno; Regnaut; Goudet (2005) para escolher o valor
de K mais provavel, usando o aplicativo Structure Harvester v 0.3 (EARL, 2009). O grafico
mostrando a estruturacdo genética foi produzido usando os programas CLUMPP 1.1.2
(JAKOBSSON; ROSENBERG, 2007) e distruct 1.1 (ROSENBERG, 2004).

As analises genéticas mais robustas foram desenvolvidas somente com os dados
combinados (COI+COll+nad6). A analise molecular de variancia (AMOVA) foi realizada para a
avaliacdo da estrutura genética entre as populacdes de H. virescens de acordo com Excoffier,
Smouse e Quattro (1992) por meio do programa Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER,
2010). Foram conduzidos trés tipos de analises para testar a existéncia de variacdo molecular
atribuida a presenca de estrutura genética: (a) entre individuos em todas as populacdes, (b) entre
individuos dentro dos diferentes anos agricolas, e (c) entre individuos dentro dos grupos algodao
x soja. O grau de estruturacdo entre os sitios amostrados foi interpretado pelos indices F
associados aos diferentes niveis hierarquicos em que se distribui a variacdo (Fcr= diferenciagéo
entre grupos; Fsc= diferenciagéo entre sitios dentro dos grupos e Fst= diferenciacdo entre sitios
entre grupos). Além disso, também foi estimada uma matriz de distancias linearizadas par-a-par
de Slatkin (SLATKIN, 1995) por meio do programa Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER,
2010). A hipdtese de isolamento genético causado pela distancia geografica foi avaliada por meio
do teste de Mantel (MANTEL, 1967), que relaciona o logaritmo das distancias genetica e
geografica, usando o programa Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010).
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As relagdes e distribuicdes dos haplétipos para as sequéncias dos dados combinados
foram estabelecidas usando o programa TCS v. 1.21 (CLEMENT; POSADA; CRANDALL,
2000). Este programa utiliza dados estatisticos de probabilidade baseados no critério da
parcimdnia para estimar genealogias por meio de sequéncias de DNA (TEMPLETON;
CRANDALL; SING, 1992).

A historia demogréfica das populagdes foi inferida por meio da analise de distribuicéo das
diferencas pareadas entre as sequéncias (Mismatch distribution) (SLATKIN; HUDSON, 1991;
ROGERS; HARPENDING, 1992), a qual € baseada no numero de diferencas observadas entre
todos os pares de haplotipos e é representada pela frequéncia da distribuicdo destas diferencas.
Esta distribuicdo apresenta padrdes graficos que caracterizam diferentes tipos de histérias
demogréficas. Segundo simulagdes, populacbes em equilibrio demogréafico longo e estavel devem
apresentar um padrdo multimodal, enquanto que populacdes que experimentaram uma expansdo
recente apresentam geralmente uma distribuicdo unimodal (ROGERS; HARPENDING, 1992).
Gargalos populacionais sdo representados por distribuicbes proximas a zero ou bimodais
(dependendo se o gargalo apenas reduziu ou removeu completamente a diversidade genética)
(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2004). Contato secundario entre populacdes que
estiveram isoladas por longos periodos também € representado por um padrdo bimodal
(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2004). O ajuste a um modelo de expansdo populacional
foi calculado a partir da soma dos desvios quadrados (SSD) e do indice de Raggedness (rag),
com a significancia avaliada por 10.000 permuta¢des. Em seguida foram realizados os testes de
neutralidade seletiva de D de Tajima (1989) e o Fs de Fu (1997). Para ambos os testes, se
esperam valores proximos a zero se 0s tamanhos das populagdes se mantém estaveis, valores
negativos significativos se as populagdes atravessaram uma expansdo populacional recente, e
valores positivos significativos se as populagfes experimentaram gargalo (TAJIMA, 1989; FU,
1997). Os testes de neutralidade, as distribuicGes das diferencas pareadas e a significancia
estatistica foram analisadas pelo programa Arlequin v. 3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). O
grafico com a distribuicdo das diferencas pareadas, incluindo intervalos de confiangas, foram
construidos usando o pacote estatistico R, implementado no programa Arlequin v. 3.5
(EXCOFFIER; LISCHER, 2010).
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4.3 Resultados

4.3.1- Medidas de variabilidade genética

No total, foram obtidos 2669 pb de DNAmit, sendo 1486 pb referentes ao gene COI, 682
pb ao COIl e 501 pb ao nad6. Das regides sequenciadas, a que apresentou maior variagéo foi o
gene nad6 (Tabela 4.1). O menor e 0 maior nimero de sitios polimdrficos foram encontrados
para as regides COIll e COI, respectivamente (Tabela 4.1). A andlise dos dados agrupados revelou

29 haplotipos diferentes em 97 sequéncias (Tabela 4.1).

Tabela 4.1- Resumo das estatisticas das sequéncias nucleotidicas

COl COll nadé COI+COll+nad6

Total pares de bases (pb) 1486 682 501 2669
N° de sequéncias 114 101 120 97
Sitios variaveis (% de variagdo) 19 (1,28%) 11 (1,61%) 12 (2,4%) 38 (1,4%)
Razao (Si/ Sv) @ 4,0 0,6 * 3,3
N° de sitios polimérficos 16 5 11 28
N° de haplotipos 18 6 14 29
Diversidade de haplétipos (HD) 0,524 0,097 0,375 0,629
7 (Jukes-Cantor) 0,0006 0,0002 0,0012 0,0006
N° médio de diferencas 0,889 0,099 0,635 1,564
nucleotidicas (k)
Frequécias nucleotidicas (%) T/C 41,2/14,1 39,7/12,2 44,4/7,8 41,4/12,4

A/G 31,2/13,5 37,1/11,0 42,2/5,6 34,8/11,4

* N&o ha transversdes para essa regifo
W3 j= Transicdes; Sv= Transversdes

Em média, a distancia genética estimada pelo modelo de distancia-p entre as amostras,
usando as trés regides mitocondriais combinadas, foi de 0,001. A maior distancia genética foi
encontrada entre os individuos da populacdo de Mato Grosso do Sul (MS08algod&o), que variou
de 0 a 0,005 (Tabela 4.2). A diversidade haplotipica foi alta (4=1,0) para todos os individuos
amostrados e a diversidade nucletidica (r) variou de 0,20 - 3,78 (Tabela 4.2).

As analises de agrupamento do DNAmit de H. virescens indicaram uma baixa
diferenciacdo entre as populagdes, mesmo para aquelas coletadas em plantas hospedeiras
diferentes (Figuras 4.1 - A, B, C — NJ, 4.2 — PCA e 4.3 — Structure). A analise de NJ com o0s
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dados combinados (Figura 4.1 - D) separou melhor os individuos amostrados em grupos
(clusters) do que as analises das regides mitocondriais separadas. Entretanto, ndo foi detectado
um ramo separando as populacdes de H. virescens em grupos distintos associados as culturas de
soja e algodéo.

As andlises de PCA ndo resultaram em agrupamento significativo das populagdes nem por
ano, nem por cultura ou regido de coleta, tanto para a analise por individuos quanto por
populacdes. As variacbes cumulativas nas duas coordenadas principais foram de 61,97% e
79,63%, para andlises por individuos e por populacGes, respectivamente (Figura 4.2 e 4.3). A
populagdo mais diferenciada das demais foi a de soja proveniente de Mato Grosso do Sul
(MS10soja) para a analise realizada por populacBes (Figura 4.2). Quando individuos de cada

populacdo foram analisados em detalhes, essa diferenciacéo se diluiu.



Tabela 4.2- Distribuicdo de hapl6tipos e indices de variabilidade genética para H. virescens com os dados combinados

Haplétipo A
Locais de coleta Cadigo N®  Nh®@ p .p' H(.d)®  1m(s.d)® Distancia-p
(N° de individuo)

Luis Eduardo Magalhdes, BA  BAOSalgodio 8 3 h1(6), h2(1), h3(1) 100,06 1,10+080 0-0,001
"""" S h(B), ha(D), hs (),
Palmeiras, GO GO08algodao 10 5 1,0+£004 235%x140 0-0,003

h6(1),h7(1)
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" hi(2), h8(1), ho(1), h10(1),
Chapadéo do Sul, MS MS08algodéo 11 10 h11(1), h12(1), h13(1), 1,0£0,03 3,78+206 0-0,005
h14(1), h15(1), h16(1)
Sinop, MT MTO8algoddo 8 4 | hi(5), h17(1), =~ 1,0x0,06 1,75+1,13 0-0,004
h18(1), h19(1)

‘Riachdo das Neves, BA ~ BAO%algoddo 4 3 hi(2),h9(1),h13(1)  1,0+0,17 200+£1,40 0-0,003
e hi(e), h5(2), h13(1), h201),
Rio Verde, GO GO09algodao 14 7 1,0+£002 220£1,29 0-0,003

h21(2), h22(1), h23(1)
" Primaverado Leste, MT | MTPLO9algodio 2 2 h24(1),h251) ~ 1,0%050 2,00+173 0-0,003
Sapezal, MT MT09algoddo 11 5 hi(7), h24(1), h26(1), =~ 1,0+0,03 1,49+097 0-0,003

h27(1), h28(1),

Luis Eduardo Magalhdes, BA  BAlOalgoddo 9 5  hi(4), h3(2), h29(1), h30(1), 1,0+0,05 216+1,32  0-0,004

h31(1)
""" T RI(5), h3(), h32(2), h33(Y),
Luis Eduardo Magalhdes, BA BA10Soja 10 6 1,0+0,04 133+090 0-0,004
h34(1), h35(1)
Chapaddodo Sul,MS MS10Soja 0 2 h1(9),h241) 10004 020+026 0-0,003
“Total 97 52 - - -

' Namero de espécimes analisados

@ NGmero de haplétipos encontrados em cada localidade
® Diversidade haplotipica (+ desvio padrdo)

“ Diversidade nucleotidica (+ desvio padro)

99
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Figura 4.1- Arvores de Neighbor-Joining obtidas com o modelo distancia-p para populacdes de

H. virescens. NUmeros nos ramos indicam os valores de 1.000 replicacdes
bootstrap. Os nomes dos individuos correspondem ao seu local de origem, ano

coleta e cultura de acordo com os cédigos descritos no Quadro 4.1
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A metodologia de Evanno; Regnaut; Goudet (2005) indicou um K = 2 como ndmero mais
provavel de agrupamentos, mas as populagdes de H. virescens ndo foram agrupadas nem por ano,

nem por cultura ou regido de coleta (Figura 4.4).

Figura 4.4 — Andlise de agrupamento bayesiano dos individuos de H. virescens realizado no
programa Structure. K = 2 grupos; as cores (verde e vermelho) representam a
probabilidade de que cada individuo pertence a um dos grupos. Os cddigos
representam as populacgdes de H. virescens

O indice de fixacdo (Fst) encontrado para as amostras de H. virescens foi 0,012 (p = 0,25)
entre populagdes; 0,015 (p = 0,26) entre anos agricolas e 0,019 (p = 0,25) entre culturas
diferentes. Esses valores indicam uma baixa estruturacdo genética entre as populacdes de H.
virescens. A maior parte da variagdo para as amostras dessa espécie esta dentro das populacGes
(Tabela 4.3). O Fst de Slatkin (1995) par-a-par de todas as populagfes estudadas variou de 0 a
0,77, sendo o maior valor encontrado referente as populagcdes GO09algoddo e MS10Soja (Tabela
4.4). O numero de migrantes estimado pela estatistica F variou de 0,64/migrantes/geracdo a um
namero infinito de migrantes (Tabela 4.4). O teste de Mantel para correlacdo entre distancia

genética e distancia geografica linear, ndo foi significativo (p = 1.0).
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Tabela 4.3 - Analise molecular de variancia (AMOVA) para amostras de H. virescens baseada na
analise combinada dos genes COI+COll+nad6

Fonte de variacéo GL®  sqQ@  Porcentagem indices de fixacéo
de variacéo
(a) Entre populacdes 10 10,43 1,24
Dentro das populagdes 86 80,88 98,76 Fst: 0,012; p=0,25
Total 96 91,32
(b) Entre anos agricolas 2 2,67 1,17
B Fst: 0,015 p= 0,26
Entre populacdes 8 7,76 0,37
Fsc: 0,0037; p=0,40
Dentro populagdes 86 80,88 98,46
Fct: 0,01; p=0,02
Total 96 91,32
(c) Entre culturas 1 1,35 1,09
~ Fst: 0,019; P =0,25
Entre populacdes 9 9,07 0,83
Fsc: 0,008; p=0,44
Dentro populagdes 86 80,88 98,08
Fct: 0,01; p = 0,029
Total 96 91,32

W Grau de liberdade
@ Qui-quadrado



Tabela 4.4- Diagonal superior: nimero de migrantes por geracdo de cada regido. Diagonal inferior: Fst de Slatkin par a par para
amostras de H. virescens de cada regido, baseada na analise combinada dos genes COIl + COIll + nad6

Numero de migrantes (Nm)
BAO8alg. GOO08alg. MS08alg. MT08alg. BAQ09alg. GO09alg. MTPL09alg. MT09alg. BAl0alg. BA10soj. MS10Soj.

BAO8alg. 3,265 521 80 inf 2,346 5,176 14,932 inf inf inf
GO08alg. 0,153 Inf* 11,721 4,198 inf inf inf 8,226 4,278 3,506
MS08alg. 0,096 0 13,826 7,25 inf inf inf 12,804 5,683 5,701
MTO08alg 0,006 0,043 0,036 inf inf inf 12,942 39,938 inf inf
BAOQ9alg. 0 0,119 0,069 0 170,5 31,625 inf inf inf inf
GO09alg. 0,213 0 0 0 0,003 inf inf inf inf 0,642

MTPLO9alg. 0,097 0 0 0 0,016 0 inf inf inf 3,377
MTO09alg. 0,033 0 0 0,039 0 0 0 inf 9,799 5,061
BA1l0alg. 0 0,061 0,039 0,125 0 0 0 0 inf inf
BA10s0j. 0 0,117 0,088 0 0 0 0 0,051 0 inf
MS10Soj. 0 0,143 0,088 0 0 0,779 0,148 0,099 0 0

Matriz de Slatkin (Fst)

" Numero infinito de migrantes

¢l
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Para as 97 sequéncias analisadas com os dados COI+COll+nad6 combinados, foram
encontrados 35 haplétipos usando o programa TCS v.1.2.1 (Figura 4.5). Entre os 35 hapldtipos
identificados, 28 sdo Unicos, sendo quatro amostrados somente nas amostras de soja (Figura 4.5).
A topologia geral da rede mostra estruturas em forma de estrela, onde os hapl6tipos mais
frequentes (1, 3, 5 e 24) estdo posicionados no interior. Este tipo de disposi¢do em estrela € tipico
de espécies que passaram por uma expansdo populacional recente, onde se espera que 0S
haplotipos interiores sejam ancestrais e os periféricos, derivados (CRANDALL; TEMPLETON,
1993; CASTELLOE; TEMPLETON, 1994).

Hap23 Hap16
Hi
. Haps .a"{i

[
\ HEV
6’29 BAO8algodao
‘am GOO08algodao

MSO08algodao
MTO08algodao
BAO9algodao
GOO09%algodao
MTPLO09algodao
bapz? B MTO09algodao
BA10algodao
BA10soja
MS10soja

Hap15

Figura 4.5- Rede de haplotipos mostrando as inter-relagdes existentes entre os haplo6tipos de H.
virescens nas diferentes regides produtoras de algoddo e soja no Brasil. As linhas
representam uma mutacdo entre os haplétipos, e 0s pontos representam haplotipos
intermediarios que ndo foram observados
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A distribuicdo das diferencas pareadas entre as sequéncias mitocondriais homologas foi
unimodal (Figura 4.6), indicando que as amostras de H. virescens passaram por um processo de
expansdo populacional recente. Essa expansdo também é corroborada pelos valores negativos e
significativos dos testes de neutralidade: Fsde Fu =-27,52 (p < 0,001) e D de Tajima = -2,29 (p <
0,001). Além disso, os valores do tamanho populacional antes (6,= 0,002) e depois da expanséao
demografica (6,= 2,455) das populacdes, além do padrdo em estrela da rede de hapl6tipos, apoiam

esse padrdo de expansdo populacional recente.

_ . — observado
| —  esperado
- 99%IC
. 95%IC
90% IC

3500

3000

SSD =0,004; p (Sim. > Obs.) = 0,79
Raggedness = 0,002; p (Sim. > Obs.) = 0,98

2500
|

Freauéncia
1500 2000

1000

500

Numero de diferencas

Figura 4.6 - Distribuicdo das frequéncias do numero de diferencas nucleotidicas pareadas
(Mismatch distribution) de COI+COll+nad6 das amostras de H. virescens
coletadas em diferentes regides brasileiras, nas culturas de soja e algodéo
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4.4 Discussao

Os resultados sobre a variabilidade genética e fluxo génico em populacdes de Heliothis
virescens do Brasil avaliadas por meio de marcadores mitocondriais indicam baixa estruturagao
entre as populacdes estudadas. As anélises de agrupamento das sequéncias de DNAmit indicaram
uma baixa diferenciacdo entre as populacfes de H. virescens. Em nenhum dos dendrogramas
obtidos por NJ foi detectado um ramo capaz de separar as populacdes de H. virescens em grupos
distintos, associados as culturas de algoddo ou soja ou as regides ou a época de coletas. A
auséncia dessa diferenciagéo significativa em grupos distintos indica que as populagdes coletadas
em algoddo e soja sdo proximamente relacionadas. Este resultado também foi confirmado com o
teste de AMOVA, que sugere uma baixa estruturacdo genética entre essas populagdes,
independente da cultura (Fst = 0,019), ou escala geografica estudada (diferentes regibes; Fst =
0,012), sendo que a maior parte da variacdo genética foi encontrada dentro de cada grupo.
Roehrdanz et al. (1994) usando a técnica de PCR-RFLP do DNAmit, também ndo encontraram
qualquer estruturacdo populacional em amostras de H. virescens nos EUA e México. Esses
resultados foram similares aos obtidos com marcadores de alozimas conduzidos por Han e Caprio
(2004) que encontraram baixa estruturacdo genética em populacGes de H. virescens, com indice
de fixacdo (Fst) variando de 0,001 a 0,018 na regido Oeste do Mississipi, EUA, e estudos
realizados por Korman et al. (1993) que encontraram Fst = 0,002 em diferentes regides dos EUA
para essa espécie. De um modo geral, a baixa estruturacdo genética tem sido encontrada em
espécies de lepiddpteros-praga em diferentes agroecossistemas (COATES; SUMERFORED;
HELLMICH, 2004; SAW; ENDERSBY; McKECHNIE, 2006; BEHERE et al., 2007). Usando a
técnica de DNAmit, Behere et al. (2007), por exemplo, encontraram Fst variando de 0,0017 a
0,0038 para amostras de Helicoverpa armigera (Hubner). Bourguet et al. (2000), utilizando
marcadores aloenzimaticos, encontraram um valor de Fst= 0,003 para Ostrinia nubilais (Hiibner)
em diferente regides da Franca, sugerindo alto fluxo génico entre as populagdes.

Essa baixa estruturacdo populacional encontrada com marcadores mitocondriais pode ser
explicada por diferentes processos (ROEHRDANZ et al., 1994), tais como a possibilidade dessas
populacdes terem passado por um gargalo seguido de expansdo populacional a partir de uma
populacdo pequena em sua historia evolutiva recente, ou da possibilidade das populacdes terem
sofrido expansdes populacionais anuais a partir de um pequeno tamanho populacional, resultado

de controle fitossanitario nas culturas que elas infestam. Outra possibilidade é a livre troca de
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migrantes entre as popula¢@es de H. virescens, principalmente entre populaces proximas. Esses
trés cenarios ndo sdo excludentes e podem ter contribuido para a baixa estruturacdo reportada
nesse estudo, embora o padrdo de variabilidade genética observado nas populacdes de H.
virescens, como valores elevados de diversidade haplotipica (&), assim como o padrdo encontrado
na rede de haplotipos, em formato de estrela (CRANDALL; TEMPLETON, 1993; CASTELLOE;
TEMPLETON, 1994), e elevado numero de haplétipos em baixa frequéncia (EXCOFFIER,;
FOLL; PETIT, 2009), sdo caracteristicas de uma espécie que atravessou um processo de expansao
populacional. Essa observacdo é confirmada na distribuicdo das diferencas pareadas entre as
sequéncias mitocondriais de H. virescens, em que o grafico obtido foi unimodal (Figura 4.6)
(SLATKIN; HUDSON, 1991; ROGES; HARPENDING, 1992) e os valores negativos e
significativos dos testes de neutralidade para as estatisticas de D de Tajima e Fs de Fu. Uma
hipbtese para explicar essa expansdo populacional de H. virescens é que a praga pode ter
acompanhado a expansdo das areas de algoddo no Brasil. Até o ano de 1990, as producgdes de
algod&@o no Brasil concentravam-se principalmente na regido Nordeste, Sul e Sudeste. A cultura
do algoddo teve uma expansao acentuada no inicio da década de 90, associada a transferéncia
regional da producao da regido Sul e Sudeste rumo as areas de cerrado, como Goias, Mato Grosso
e Mato Grosso do Sul, devido a topografia favoravel e ao desenvolvimento de plantas adaptadas a
essas regides (EMBRAPA, 2003). E interessante notar que as populacbes amostradas na Bahia,
Unico estado na regido Nordeste que ainda mantém uma cultura algodoeira significativa,
apresentam haplétipos com mais conexdes (Figura 4.5) que podem, por isso, ser considerados
mais antigos, enquanto que populacdes amostradas em Goias e Mato Grosso, por exemplo,
apresentam haplotipos mais raros (mais recentes).

Caracterizar a estrutura genética de uma espécie, e entender como as diferentes populacées
estdo conectadas, pode ajudar na definicdo de uma escala de manejo nas quais 0s programas de
manejo da resisténcia podem operar para uma determinada praga (SCOTT et al., 2005). O
conhecimento da estrutura populacional e fluxo génico também sdo aspectos criticos de espécies
agronomicamente importantes, devido a seus efeitos potenciais sobre o ritmo de evolucdo de
resisténcia a inseticidas e/ou plantas Bt (CAPRIO; TABASHNIK, 1992; ALSTAD; ANDOW,
1995).

Para plantas Bt, embora varias estratégias de manejo tenham sido propostas para retardar a
evolucdo da resisténcia (TABASHNIK, 1994; ALSTAD; ANDOW, 1995), o foco tem sido a
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estratégia de refugio, ou seja, areas de cultivos de plantas hospedeiras que ndo expressam
proteinas de Bt mantidas nas proximidades das plantas GM toxicas (GOULD, 1998). Entretanto, a
eficiéncia dessa estratégia depende das taxas de disperséo entre reflgios e campos transgénicos. O
comportamento de dispersdo da populacdo determina o tamanho do refugio bem como a
disposicdo espacial e temporal deste. Além do reflgio estruturado usado para desacelerar a
resisténcia a plantas GM, outra fonte de individuos suscetiveis para acasalar com individuos
resistentes que poderiam ser selecionados nas areas de algodao Bt seriam hospedeiros alternativos
presentes na regido. No caso de H. virescens, um grande reservatorio de individuos suscetiveis
para acasalar com os resistentes selecionados em campo de algoddo Bt poderia ser a cultura da
soja. Neste sentido, os resultados encontrados aqui, de que ndo ha estruturacdo genética entre
populacdes de H. virescens amostradas em algoddo e soja, parecem corroborar a hipétese de que
individuos coletados nessas diferentes culturas podem acasalar ao acaso. Entretanto, no cenario
agricola de cultivo de soja e algoddo, a recente liberacdo comercial da soja Bt resistente a insetos,
que também expressa a proteina CrylAc encontrada no algodado Bt, ao invés de facilitar o manejo
da resisténcia de H. virescens, tendera a aumentar a pressao de selecdo e o risco para a evolucao
da resisténcia, pois essas populacdes estardo sujeitas a pressdo de selecdo em ambas as culturas
Bt. Desse modo, € de suma importancia que as areas de reflugio sejam implementadas de forma
efetiva para cada cultura para retardar a evolucdo da resisténcia, e tornar improvavel que dois
individuos resistentes possam se encontrar, acasalar e gerar descendentes.

Os resultados aqui apresentados sugerem que 0 movimento de H. virescens entre campos
de algoddo e soja deve ser cuidadosamente considerado dentro de uma regido agricola. E
importante ressaltar que essa informacéo sera util ndo apenas para o delineamento de estratégias
de manejo da resisténcia as plantas Bt, mas também para o uso de inseticidas. Dessa forma,
praticas de manejo da resisténcia devem ser decididas levando em consideracdo tanto a cultura da
soja como a do algoddo, uma vez que ndo existe estruturacdo genética entre as populagdes de H.
virescens nessas culturas. Todavia, trabalhos mais refinados e com diferentes escalas geogréaficas
séo necessarios para o melhor entendimento do fluxo génico e parentesco entre populagfes de H.
virescens que infestam outras plantas cultivadas e também hospedeiros selvagens em regides

geograficas e sistemas de cultivo especificos ao longo do tempo.
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4.5 Conclusodes

Com base nos marcadores de DNAmit avaliados, pode-se concluir que:

e Ha fluxo génico e auséncia de estruturacdo genética entre as populacdes de H. virescens que

infestam a cultura de algodao e soja no Brasil;

e A historia demografica de H. virescens baseada no teste distribuicdo da diferenca genética
par-a-par entre haplotipos e dos testes de neutralidade indicam a existéncia de uma expansdo
geogréfica recente.
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