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RESUMO

Monitoramento e caracterizacio da resisténcia de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) a inseticidas diamidas no Brasil

O controle de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) tem sido realizado principalmente
pelo uso de inseticidas quimicos e plantas geneticamente modificadas que expressam toxinas
de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) no Brasil. Casos de evolugdo da resisténcia no campo a
estes agentes de controle tém sido uma das grandes ameagas para programas de MIP. Inseticidas
diamidas ainda representam uma importante opcdo para o manejo de S. frugiperda; sendo
assim, estudos que fomentem a implementagdo de estratégias pro-ativas de manejo da
resisténcia sdo fundamentais para a manuten¢do da eficdcia deste grupo quimico no controle de
S. frugiperda. Os objetivos da presente tese foram: (i) Monitorar a resisténcia de S. frugiperda
a inseticidas diamidas no Brasil, utilizando métodos genotipico e fenotipico; (ii) Selecionar em
laboratdério uma linhagem de S. frugiperda resistente a inseticidas diamidas e caracterizar as
bases gencticas da resisténcia; e (iii) Investigar os mecanismos associados a resisténcia de S.
frugiperda a inseticidas diamidas. O método de F» “screen” foi utilizada para o monitoramento
genotipico da resisténcia de S. frugiperda ao inseticida chlorantraniliprole, sendo testadas 817
isolinhas provenientes de 14 populacdes brasileiras de S. frugiperda entre os anos agricolas
2016 e 2017. Dentre as populacdes testadas, foi verificada uma variagdo de 0,0030 a 0,0781 na
frequéncia de alelos que conferem resisténcia a chlorantraniliprole, com média geral de 0,0217.
No monitoramento fenotipico, foram testadas = 70 populacdes de S. frugiperda coletadas das
principais regides produtoras de milho durante os anos agricolas 2016, 2017 e 2018. A
sobrevivéncia larval para o inseticida chlorantraniliprole variou de 0,00 a 32,08% na
concentracdo diagndstica de 0,505 pg de chlorantraniliprole cm™. Para o inseticida
flubendiamide, as sobrevivéncias variaram de 0,00 a 46,25% na concentragcdo diagndstica de
2,842 ug de flubendiamide cm™. Populagdes de S. fiugiperda da Bahia, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Goias apresentaram as menores suscetibilidades a chlorantraniliprole e
flubendiamide. Os valores de CLso das linhagens suscetivel (Sus) e resistente a
chlorantraniliprole (Chlorant-R) foram 0,011 e 2,610 pg i.a.cm™, respectivamente, com razio
de resisténcia (RR) de = 240 vezes. A heranga da resisténcia de S. frugiperda a
chlrontraniliprole foi caracterizada como autossdmica, incompletamente recessiva e
monogénica. A linhagem resistente a chlorantraniliprole apresentou moderada resisténcia
cruzada para cyantraniliprole (RR = 27 vezes) e muito alta para flubendiamide (RR > 42000
vezes). A pré-exposicao a diferentes sinergistas inibidores de enzimas de detoxificagdo nao
aumentou significativamente a suscetibilidade larval, sugerindo que a resisténcia metabolica
ndo esta envolvida na resisténcia de S. frugiperda a diamidas. Mediante sequenciamento da
regido C-terminal dos receptores de rianodina (RyR) nos dominios II a IV, foi detectada a
mutagio 14734M que foi recentemente descrita como um dos mecanismos de resisténcia devido
a alterac@o no alvo de a¢do de inseticidas diamidas em outras pragas de Lepidoptera. Os
resultados obtidos no presente trabalho servirdo para a implementagdo de estratégias efetivas
de manejo da resisténcia para preservar a vida util de diamidas para o manejo de S. frugiperda
no Brasil.

Palavras-chave: Chlorantraniliprole; Cyantraniliprole; Flubendiamide; Lagarta-do-cartucho do
milho; Manejo da resisténcia de insetos a inseticidas



ABSTRACT

Monitoring and characterization of Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) resistance to diamide insecticides in Brazil

The control of Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) has been performed mainly by the
use of insecticides and genetically modified plants expressing Bacillus thuringiensis Berliner
(Bt) toxins in Brazil. Field-evolved resistance to these control agents represents a major threat
in [PM programs. Diamide insecticides represent an important tool for managing S. fugiperda;
therefore, studies that promote proactive resistance management strategies are important to
prolong the lifetime of this chemical group to control S. frugiperda. The goals of this
dissertation were: (1) To monitor S. frugiperda resistance to diamide insecticides in Brazil, using
genotypic and phenotypic methods; (ii) To select a resistant strain of S. frugiperda to diamide
insecticides under laboratory conditions and to characterize the genetic basis of resistance; and
(iii) to investigate the resistance mechanisms of S. frugiperda to diamides insecticides. The F2
screen method was used to genotypic monitoring of S. frugiperda resistance to
chlorantraniliprole resistance by testing 817 isofamilies from 14 Brazilian populations of S.
frugiperda collected in 2016 and 2017 crop seasons. Among the populations tested, resistance
allelic frequency to chlorantraniliprole ranged from 0.0030 to 0.0781, with overall average of
0.0217. In the phenotypic monitoring, we monitored = 70 populations of S. frugiperda collected
from major maize-growing regions during the crop seasons 2016, 2017 and 2018. The larval
survival for chlorantraniliprole insecticide ranged from 0.00 to 32.08% at diagnostic
concetration of 0.505 pg chlorantraniliprole cm™ and 0.00 to 46.25% for flubendiamide at
diagnostic concentration of 2.842 pg flubendiamide cm™. Populations of S. frugiperda from
Bahia, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul and Goias showed the lowest susceptibilities to
chlorantraniliprole and flubendiamide. The LCso values of the susceptible (Sus) and
chlorantraniliprole-resistant (Chlorant-R) strains were 0.011 and 2.610 pg ia. cm
respectively, with a resistance ratio (RR) of = 240-fold. The inheritance of chlorantraniliprole
resistance in S. frugiperda was characterized as autosomal, incompletely recessive and
monogenic. The chlorantraniliprole-resistant strain showed moderate cross-resistance to
cyantraniliprole (RR = 27-fold) and high cross-resistance to flubendiamide (RR >42,000-fold).
Pre-exposure to different synergists known to inhibit detoxification enzymes did not result in
significantly increased larval toxicity, suggesting a minor role of metabolic resistance.
Sequencing of the FAW ryanodine receptor (RyR) C-terminal domains I1 to VIrevealed a SNP,
resulting in a 14734M mutation recently described to confer target-site resistance to diamides
in lepidopteran pests. The results obtained herein will help for the implementation of effective
resistance management strategies to preserve the lifetime of diamides to manage S. frugiperda
in Brazil.

Keywords: Chlorantraniliprole; Cyantraniliprole; Flubendiamide; Fall armyworm; Insecticide
resistance management



1. INTRODUCAO

Apesar dos avangos na ado¢@o do manejo integrado para o controle de insetos-praga na
agricultura, o uso de inseticidas quimicos ainda ¢ principal método utilizado no controle de
pragas em diversas culturas. Ja foram reportados casos de resisténcia em aproximadamente 600
espécies de dcaros e insetos, e o problema da resisténcia tem afetado a producio agricola a nivel
mundial (Sparks; Nauen, 2015; Nauen et al., 2019). A redugdo da eficicia dos inseticidas em
razdo da evolug¢do da resisténcia no campo desafia tanto os produtores rurais quanto as
companhias que desenvolvem estes produtos, uma vez que devido ao aumento dos custos e
exigéncias regulatdrias rigorosas, o registro de novas moléculas para o controle de pragas esta
cada vez mais escasso (Sparks, 2013; Sparks; Lorsbach et al., 2017). Portanto, estudos que
fomentem estratégias de manejo da resisténcia sdo fundamentais para a manutencdo da eficécia
das moléculas inseticidas ja disponibilizadas para o controle de pragas.

Dentre os inseticidas que apresentam caracteristicas desejaveis para serem utilizados
dentro de um programa de manejo integrado de pragas, os inseticidas do grupo das diamidas se
destacam por apresentarem baixa toxicidade a mamiferos e alta seletividade a inimigos naturais,
além da auséncia de resisténcia cruzada com inseticidas de outros grupos quimicos (Tohnishi
et al., 2005; Lahm et al., 2005; Ebbinghaus-Kintscher et al., 2006; Lahm et al., 2009; Larson et
al., 2012). O desenvolvimento deste grupo de inseticidas teve como base estudos realizados na
década de 1940, quando foi verificada a acdo inseticida de uma série de moléculas extraidas a
partir de extratos da casca de Ryania speciosa Vahl (Flacoutiaceae), uma planta nativa da
América do Sul e Central. Estes estudos detectaram que as moléculas causavam uma agao
paralisante nos insetos, levando-os a morte (Edwards et al., 1948; Jefteries et al., 1997). A estas
moléculas foi dado o nome de rianoides, porém uma em especial, denominada rianodina, teve
maior atenc¢do devido a sua afinidade a determinados receptores localizados canais de célcio
(receptores de rianodina — RyRs) presentes no reticulo sarcoplasmatico das células musculares
(Fill; Copello, 2002). No entanto, a rianodina se mostrou ndo seletiva, com alta afinidade de
ligagdo para os RyRs de diferentes ordens de insetos e também de mamiferos (Lehmberg;
Casida, 1994), sendo uma desvantagem do uso desta molécula como inseticida (Liimmen,
2013).

O primeiro inseticida do grupo das diamidas foi o flubendiamide (diamida do acido
ftalico), desenvolvido pela empresa Nihon Nohyaku CO,. LTD, a partir do derivado do
benzenedicarboxamide (Tohnishi et al.,, 2005), posteriormente foram desenvolvidas as

diamidas antranilicas chlorantraniliprole e cyantraniliprole, pela empresa DuPont® (Lahm et



al., 2005, 2007, 2009). Este novo grupo de inseticidas se ligam em um local diferente da
rianodina nos RyRs, porém da mesma forma promovem a saida descontrolada de Calcio (Ca*?),
do estoque interno da célula, provocando paralisia muscular e a morte do inseto (Cordova et
al., 2006). Flubendiamide possui elevada atividade contra insetos da ordem Lepidoptera,
chlorantraniliprole além de afetar lepidopteros, também ¢ ativo contra insetos da ordem
Coleoptera, ja cyantraniliprole por possuir propriedades sistémicas, atua também sobre insetos
ordem Hemiptera, Thysanoptera e Diptera (Foster et al., 2012; Nauen; Steinbach, 2016). Os
inseticidas diamidas representam aproximadamente 10 % das vendas globais de inseticidas e
este valor tende a aumentar a medida que novas moléculas do grupo se tornem disponiveis para
comercializa¢do (Nauen et al., 2019).

Apesar de ser um dos mais recentes grupos de inseticidas, diversos relatos de baixa
suscetibilidade e resisténcia de insetos ja foram reportados. Como por exemplo, Spodoptera
exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) na China (Lai et al., 2011); Plutella xylostella L.
(Lepidoptera: Plutellidae) no Brasil (Silva et al., 2012; Ribeiro et al., 2014), China (Wang et
al., 2012; Wang et al., 2013), Tailandia e Filipinas (Troczka et al., 2012), India, J apao, Taiwan,
Coreia do Sul, USA e Vietnd (Steinbach et al., 2015); Chilo suppressalis (Walker)
(Lepidoptera: Crambidae) na China (Wu et al., 2014); Adoxophyes honmai (Yasuda)
(Lepidoptera: Tortricidae) no Japdo (Uchiyma; Ozawa, 2014); e Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae) na Italia, Grécia (Roditakis et al., 2015), Brasil e Espanha (Silva et
al., 2016; Roditakis et al., 2017). Para Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera
Noctuidae), recentemente foi relatado um caso de evolucdo da resisténcia no campo para
flubendiamide e chlorantraniliprole em Porto Rico, com razdes de resisténcia de 500 ¢ 160
vezes, respectivamente (Gutiérrez-Moreno et al., 2018). Dentre os mecanismos associados a
resisténcia de insetos a inseticidas diamidas, pode-se destacar as mutagdes encontradas na
regido C-terminal do gene que codifica os RyRs (Troczka et al., 2012; Guo et al., 2014a,b;
Roditakis et al., 2017), além de casos de resisténcia associados a detoxificacdo metabdlica
(Wang et al., 2013; Muthusamy et al., 2014).

Apesar dos casos de resisténcia ja reportados, os inseticidas diamidas ainda representam
uma importante ferramenta no manejo de diversas pragas, principalmente lepiddpteros. Dentre
as pragas-alvo destes inseticidas, uma das mais relevantes ¢ a lagarta-do-cartucho do milho, S.
frugiperda. Esta é uma espécie com alta capacidade de reproducao e dispersdo, além do habito
polifago (Pogue, 2002; Casmuz et al., 2010), tendo mais de 180 espécies de plantas hospedeiras,
distribuidas em 42 familias diferentes (Casmuz et al., 2010). Plantas da familia Poaceae estio

entre as maiores hospedeiras desta praga, com destaque para o milho (Zea mayz L.), trigo



(Triticum spp.), sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) e arroz (Oryza sativa L.) (Cruz, 1995;
Casmuz et al.,, 2010). Porém, em razio da oferta de hospedeiros ao longo do ano,
frequentemente culturas como soja (Glycine max L.), algoddo (Gossypium hirsutum L) e
solanaceas sofrem injurias devido a ataques desta praga (Capinera, 2002). Apesar do grande
numero de plantas hospedeiras, € na cultura do milho que esta praga denota maior importincia,
sendo considerada uma das principais pragas da cultura nas Américas, principalmente na
América do Sul, América Central e México (Cruz et al., 1982). Recentemente, S. frugiperda
ganhou maior notoriedade no cenario agricola mundial por ter sido reportada como espécie
invasiva no continente africano e asiatico (Goergen et al., 2016; FAO, 2018; ICAR-NBAR,
2018), e pelo potencial de causar severas perdas na produ¢do de milho nestes continentes, caso
métodos adequados de controle ndo forem estabelecidos (Abrahams et al., 2017; ITTA, 2018).

No Brasil, o sistema de cultivo intensivo favorece que S. frugiperda se mantenha em
niveis populacionais elevados durante maior parte do ano, uma vez que as principais culturas
produzidas no pais sdo hospedeiras desta praga. A utiliza¢do de inseticidas quimicos para o
controle de S. frugiperda ainda ¢ um dos principais métodos utilizados em diversas culturas.
Em razdo do uso indiscriminado destes compostos, casos de falhas no controle em razio da
evolugdo da resisténcia no campo ja foram reportados para grupos quimicos mais antigos como
piretroides (lambda-cyhalothrin) e organofosforados (chlorpyrifos) (Carvalho et al., 2013),
além de resisténcia selecionada em laboratdrio para benzoilureias (lufenuron) e espinosinas
(spinosad) (Nascimento et al., 2016; Okuma et al., 2018). Em culturas como milho, algodao e
soja, onde o cultivo de plantas geneticamente modificadas que expressam proteinas inseticidas
de Bacillus thurigiensis Berliner (Plantas Bt) foi liberado e amplamente adotado no pais
(CELERES, 2017), houve uma significante reduciio no uso de inseticidas quimicos para o
controle de lepiddpteros ao compararmos com o periodo anterior a adog@o desta biotecnologia
(Brookes; Barfoot, 2018). Entretanto, em razdo da alta pressdo de sele¢do exercida sobre S.
frugiperda, casos de evolugdo da resisténcia no campo ja foram reportados para as proteinas
CrylF e Cryl Ab (Farias et al., 2014; Omoto et al; 2016), e também resisténcia selecionada em
laboratdrio para as proteinas CrylA105 e Vip3Aa20 (Bernardi et al., 2015; Bernardi et al.,
2016), e em razdo destes casos de resisténcia, muitas vezes se faz necessario um aumento no
numero de aplica¢des de inseticidas.

Inseticidas diamidas podem ser usados para o manejo da resisténcia de S. frugiperda a
outros grupos quimicos ou proteinas Bt, em razdo da auséncia de resisténcia cruzada entre
diamidas e outros grupos de inseticidas. Para a preservacdo da vida util de inseticidas, o

monitoramento da resisténcia ¢ fundamental para a detec¢@o de genotipos resistentes em baixas



frequéncias, auxiliando no estabelecimento de estratégias de manejo da resisténcia. Para
detectar individuos resistentes em uma populacdo, existem técnicas que podem ser realizadas
in vivo, cujo individuos intactos sdo expostos diretamente aos inseticidas, e testes in vitro, no
qual sdo utilizadas técnicas bioquimicas que determinam a atividade enzimatica ou altera¢des
em genes especificos relacionados a resisténcia (ffrench-Constant; Roush, 1990).

Dentre as técnicas in vivo, 0 monitoramento da resisténcia pode ser caracterizado como
fenotipico ou genotipico. O monitoramento fenotipico pode ser realizado mediante a
comparagdo entre estimativas de doses letais de populagdes de campo com as de populagdes
suscetiveis de referéncia, ou utilizando concentragdes diagndsticas diretamente sobre uma
populag@o do campo (ffrench-Constant; Roush, 1990). J4 o monitoramento genotipico pode ser
realizado por técnicas como F; “screen” e F; “screen”, entretanto para o F; “screen” existe a
necessidade de se posuir em laboratdério uma populagao resistente para acasalar com individuos
do campo, realizando o bioensaio discriminatorio na geracao Fi (Gould et al., 1997). Enquanto
que para o F» “screen”, a partir de fémeas fecundas coletadas no campo, sdo feitos cruzamentos
endogdmicos na geracdo Fi e os bioensaios discriminatdrios sdo realizados na geragdo F»
(Andow; Alstad, 1998). Ambos os métodos permitem a detec¢do e o monitoramento da
frequéncia de alelos que conferem resisténcia, mesmo quando a frequéncia destes ainda se
encontra baixa no campo. Os métodos fenotipicos sdo mais eficientes quando os alelos
relacionados a resisténcia tém efeito aditivo ou dominante, enquanto os métodos genotipicos
sdo mais eficientes quando os alelos ligados a resisténcia tém efeito recessivo (Andow, 2008).
Dentre as técnicas in vitro, destaca-se a detec¢do e monitoramento da resisténcia por técnicas
moleculares para a detecg¢@o de genes ou mutagdes envolvidas na resisténcia. Dentre as técnicas
moleculares, destaca-se a genotipagem de muta¢des conhecidas pela amplificagdio do DNA
(PCR-RFLP/CAPS, PIRA/PCR/dCAPS, PCR alelo-especifico), genotipagem de mutagdes por
sequenciamento (PCR + sequenciamento de Sanger, PCR + pirosequenciamento,
sequenciamento pela plataforma Illumina), quantificagdo de genes e transcritos (QPCR, RT-
gPCR), além das técnicas mais recentes como o sequenciamento completo de transcritoma
(RNA-Seq) e o sequenciamento de terceira geragdo (PacBio, Nanopore, SMRT®) (Network,
2016).

Além da detecgdo e monitoramento, ¢ de fundamental importdncia conhecer a
herdabilidade dos caracteres que conferem a resisténcia a inseticidas, pois o padrdo de heranca
genética da resisténcia tem grande influéncia na sua evolugdo, sendo um fator determinante
para a taxa de aumento da frequéncia de alelos que conferem resisténcia (Georghiou; Taylor,

1977). O grau de dominancia (recessivo ou dominante) e o nimero de genes envolvidos permite



entender a dindmica da resisténcia, influenciando na velocidade que a evolugdo da resisténcia
¢ verificada no campo em condigdes de pressdes seletivas (Georghiou; Taylor, 1977). A
ocorréncia de resisténcia cruzada também influencia a evolugdo da resisténcia devido a pressao
de selegdo por outros inseticidas (Georghiou; Taylor, 1977). Sendo assim, estudos de
caracterizagdo da resisténcia e resisténcia cruzada sdo essenciais para o entendimento das bases
genéticas associadas a resisténcia e para a adogdo de estratégias pro-ativas de manejo da
resisténcia (Roush; Mckenzie, 1987).

Diante do exposto, com a finalidade de subsidiar estratégias de manejo da resisténcia e
preservar a eficacia dos inseticidas diamidas para o manejo de S. frugiperda, nossos objetivos

foram:

. Monitorar a resisténcia de S. frugiperda a inseticidas diamidas no Brasil, utilizando
métodos de monitoramento genotipico e fenotipico;

. Selecionar em laboratdrio uma linhagem de S. frugiperda resistente a inseticidas
diamidas para caracterizar as bases genéticas da resisténcia e estudar as relacdes de
resisténcia cruzada entre diamidas;

. Investigar os mecanismos associados a resisténcia de S. frugiperda a inseticidas

diamidas.
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2. MONITORAMENTO DA RESISTENCIA DE Spodoptera frugiperda (J.
E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) A INSETICIDIDAS
DIAMIDAS NO BRASIL

Resumo

O monitoramento da resisténcia a inseticidas ¢ fundamental para que as estratégias de
manejo da resisténcia sejam adotadas de maneira preventiva, retardando a evolugdo da
resisténcia e prolongando a efetividade dos inseticidas no controle de pragas. Neste trabalho
objetivou-se monitorar a resisténcia de populacdes de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) a
inseticidas diamidas no Brasil, utilizando métodos de monitoramento genotipico e fenotipico.
No monitoramento genotipico, a técnica do F2 “screen” foi utilizada para estimar a frequéncia
do alelo de resisténcia de S. frugiperda ao inseticida chlorantraniliprole em populagdes de S.
frugiperda coletadas nas principais regides produtoras de milho no Brasil durante os anos
agricolas 2016 e 2017. J4 no monitoramento fenotipico, foram utilizadas concentragdes
diagnosticas de chlorantraniliprole e flubendiamide em =~ 70 populagdes de S. frugiperda
coletadas entre os anos agricolas 2016 ¢ 2018. No monitoramento genotipico foram testadas
817 i1solinhas provenientes de 14 populagdes de S. frugiperda coletadas nas principais regides
produtoras de milho no Brasil. Dentre as populagdes testadas, foi verificada uma variacio de
0,0030 a 0,0781 na frequéncia estimada de alelos que conferem resisténcia a chlorantraniliprole,
com uma média geral de 0,0217. No monitoramento fenotipico, foi observado uma varia¢do na
sobrevivéncia larval de 0,00 a 32,08 % quando expostas a concentragdo diagnostica de 0,505
ug de chlorantraniliprole cm? e de 0,00 a 46,25% na concentragio diagndstica de 2,842 ug de
flubendiamide cm™. As populagdes de S. fiugiperda provenientes de Goids, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Bahia apresentaram as maiores sobrevivéncias nas concentragdes diagndsticas
testadas. Os resultados obtidos no presente trabalho evidenciam o elevado risco de evolucao da
resisténcia de S. frugiperda a inseticidas diamidas, necessitando a implementacao de estratégias
efetivas de manejo da resisténcia para preservar a vida util de diamidas para o manejo desta

praga.

Palavras-chave: Chlorantraniliprole; Flubendiamide; F» “screen”; Lagarta-do-cartucho do
milho; Manejo da resisténcia a inseticidas

Abstract

Monitoring insecticide resistance is essential for proactive resistance management
strategies to delay the evolution of resistance and extend the effectiveness of insecticides to pest
control. In this study, we monitor the diamide resistance in Brazilian populations of Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith), using genotypic and phenotypic monitoring methods. In genotypic
monitoring, the F» screen method was used to estimate the chlorantraniliprole resistance allele
frequency in field populations of S. frugiperda collected from major maize-productions regions
in Brazil during crop seasons of 2016 and 2017. In the phenotypic monitoring, diagnostic
concentrations of chlorantraniliprole and flubendiamide were used in = 70 populations of §.
frugiperda collected during crop seasons of 2016 to 2018. In the genotypic monitoring, we
tested 817 isofamilies from 14 populations of S. frugiperda and the chlorantraniliprole resistant
allele frequency ranged from 0.0030 to 0.0781, with an average of 0.0217. In the phenotypic
monitoring, the survival of S. frugiperda populations ranged from 0.00 to 32.08% at the
diagnostic concentration of 0.505 pg chlorantraniliprole cm™ and from 0.00 to 46.25% at
diagnostic concentration of 2.842 pg flubendiamide cm™. Populations of S. fiugiperda from
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Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul and Bahia states showed the highest survival rates.
The results obtained herein showed a high risk of S. frugiperda resistance to diamide
insecticides, requiring the implementation of effective resistance management strategies to
preserve the lifetime of diamides to manage this pest.

Keywords: Chlorantraniliprole; Flubendiamide; F» screen; Fall armyworm; Insecticide
resistance management
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3. SELECAO E CARACTERIZACAO DA HERANCA DA RESISTENCIA
DE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) A CHLORANTRANILIPROLE E RESISTENCIA
CRUZADA A INSETICIDAS DIAMIDAS

Resumo

O entendimento das bases genéticas associadas a resisténcia pode auxiliar na
implementagdo de estratégias de manejo da resisténcia a inseticidas (MRI). Neste estudo nds
selecionamos e caracterizamos a heranga da resisténcia de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
ao inseticida chlorantraniliprole, e a resisténcia cruzada com os demais inseticidas diamidas.
Os valores de CLso das linhagens suscetivel (Sus) e resistente a chlorantraniliprole (Chlorant-
R) foram 0,011 e 2,610 ug i.a.cm™, respectivamente, resultando em uma razio de resisténcia
de 237,4 vezes. Os valores de CLso dos cruzamentos reciprocos foram de 0,155 pgi.a. cm? e
0,164 ng i.a. cm™ indicando que a resisténcia ¢ autossdmica. A heranca da resisténcia foi
incompletamente recessiva em concentragdes proximas a concentragdes recomendadas de
chlorantraniliprole. Em plantas tratadas com a concentra¢do de campo de chlorantraniliprole
ocorreu 60% de sobrevivéncia de lagartas da linhagem Chlorant-R e 15% de sobrevivéncia de
lagartas da linhagem heterozigota. A linhagem resistente a chlorantraniliprole apresentou
moderada resisténcia cruzada para cyantraniliprole (RR = 27 vezes) e muito alta para
flubendiamide (RR > 42000 vezes). O padrdo de heranca da resisténcia de S. frugiperda a
chlrontraniliprole foi caracterizada como autossOmica, incompletamente recessiva e
monogénica. Foi verificada a ocorréncia de resisténcia cruzada entre inseticidas diamidas. Estes
resultados fornecem informagdes essenciais para a implementacdo de programas de manejo de
resisténcia paara preservar a vida util de inseticidas diamidas para o controle de S. frugiperda
no Brasil.

Palavras-chave: Cyantraniliprole; Flubendiamide; Heranga da resisténcia; Lagarta-do-cartucho
do milho; Manejo da resisténcia a inseticidas

Abstract

Understanding the genetic basis of insect resistance to insecticides can help to
implement Insecticide Resistance Management (IRM) strategies. In this study, the resistance of
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) to chlorantraniliprole was selected and characterized, and
the occurrence of cross-resistance between the remaining diamide insecticides was evaluated.
The estimated LCso values were 0.011 and 2.610 pg a.i. cm™ for the susceptible (Sus) and
chlorantraniliprole resistant (Chlorant-R) strains, respectively, resulting in a resistance ratio
(RR) of 237-fold. The LCso values of the reciprocal crosses were 0.155 pg a.i. cm™ and 0.164
ug ai. cm?, indicating that the resistance assumes autosomal inheritance. Resistance was
characterized as incompletely recessive and monogenic at concentrations close to the
recommended field rate of chlorantraniliprole. Survival of the resistant-strain and heterozygous
larvae in maize plants treated at the field rate was 60 and 15% respectively. The Chlorant-R
strain showed moderate cross-resistance to cyantraniliprole (RR = 27-fold) and very high cross-
resistance to flubendiamide (RR > 42,000-fold). The inheritance of chlorantraniliprole
resistance was characterized as autosomal, incompletely recessive and monogenic. S.
frugiperda showed cross-resistance to other diamide insecticides. These results provide
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essential information for the implementation of IRM programs to preserve the useful life of
diamide insecticides for controlling S. frugiperda in Brazil.

Keywords: Cyantraniliprole; Fall armyworm; Flubendiamide; Resistance inheritance;
Resistance management
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4. INVESTIAGACAO DOS MECANISMOS ASSOCIADOS A
RESISTENCIA DE Spodoptera frugiperda A INSETICIDAS DIAMIDAS

Resumo

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), é um dos
principais lepidopteros-praga na America Latina e na America do Norte, mas recentemente
invadiu o continente Africano e Asisatio. Existem relatos de evolugdo da resisténcia de S.
frugiperda a diversos inseticidas e toxinas de Bacillus thuringiensis (Bt) expressas em milho
transgénico. Neste trabalho investigamos a extensdo e os mecanismos de resisténcia a
inseticidas diamidas em uma linhagem de S. frugiperda coletada em campo e selecionada com
clorantraniliprole. A selecdo continua em laboratdrio com clorantraniliprole nesta linhagem
resultou em razdes de resisténcia de 224,5 vezes e > 5400 vezes para clorantraniliprole e
flubendiamide, respectivamente, quando comparado a linhagem suscetivel. A pré-exposi¢do a
diferentes sinergistas conhecidos por inibir enzimas de detoxicag¢ao [piperonyl butoxide (PBO),
diethyl maleate (DEM) and S, S, S-tributyl phosphorotrithioate (DEF)] nio resultou em
aumento significativo da toxicidade larval, sugerindo um menor efeito de resisténcia
metabolica. No sequenciamento dos dominios II a VI do receptor de rianodina (RyR) de S.
frugiperda obteve-se um SNP associado a mutacdo 14734M, a qual foi recentemente descrita
por conferir resisténcia devido a alteracdo do sitio de a¢do de diamidas em Lepidoptera. A
genotipagem por pirosequenciamento de lagartas de S. frugiperda, coletadas em campo no ano
agricola 2018, sugere uma baixa frequéncia alélica de resisténcia. A mutacdo identificada no
RyR foi descrita recentemente conferindo resisténcia a diamidas em outros lepidopteros-praga
no campo. O desenvolvimento do ensaio de discriminagdo alélica baseado em PCR auxiliara na
deteccdo, monitoramento e disseminagdo do alelo de resisténcia a diamidas em populacdes de
campo de S. frugiperda auxiliard na implementacdo de medidas apropriadas de manejo da
resisténcia.

Palavras-chave: Chlorantraniliprole; Flubendiamide; Lagarta-do-cartucho do milho; Mutagao;
Receptor de rianodina

Abstract

Fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith), is a major lepidopteran pest in
Latin and North America, but very recently invaded the African and Asian continent. S.
frugiperda evolved resistance to several different insecticides and transgenic corn expressing
Bacillus thuringiensis (Bt) toxins. Here we investigated the extent and mechanisms of
resistance to diamide insecticides in a Brazilian field-collected FAW strain selected with
chlorantraniliprole. Continuous laboratory selection of a field-collected FAW strain with
chlorantraniliprole resulted in resistance ratios of 224.5-fold and >5400-fold against
chlorantraniliprole and flubendiamide, respectively, when compared to a susceptible strain. Pre-
exposure to different synergists known to inhibit detoxification enzymes [piperonyl butoxide
(PBO), diethyl maleate (DEM) and S, S, S-tributyl phosphorotrithioate (DEF)] did not result in
significantly increased larval toxicity, suggesting a minor role of metabolic resistance.
Sequencing of S. frugiperda ryanodine receptor (RyR) C-terminal domains II to VI revealed a
SNP, resulting in a 14734M mutation recently described to confer target-site resistance to
diamides in lepidopteran pests. Genotyping by pyrosequencing of field-collected S. frugiperda
larvae sampled in crop season 2018 suggests a low resistance allele frequency. The identified
RyR mutation has been recently shown to confer field resistance in other lepidopteran pests.
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The development of PCR-based allelic discrimination assay to detect this mutation will help to
monitor the frequency and future spread of the diamide resistance allele in S. frugiperda field
populations and to implement appropriate resistance management measures.

Keywords: Chlorantraniliprole; Flubendiamide; Fall armyworm; Mutation; Ryanodine
receptor
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A resisténcia de insetos a inseticidas € um dos entraves da producgdo agricola mundial,
portanto prolongar a eficiéncia das diferentes taticas de controle ¢ essencial garantir que o
método a ser empregado seja eficiente. Estratégias de detec¢do e monitoramento, além de
estudos que caracterizam as bases genéticas e moleculares da resisténcia, sdo fundamentais para
que um programa de manejo da resisténcia seja estabelecido de forma proativa e eficiente. Neste
estudo foram utilizados diferentes métodos para monitorar a resisténcia de Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) a inseticidas diamidas no Brasil, além da
caracterizagdo das bases genéticas associadas a resisténcia de S. frugiperda a chlorantraniliprole
¢ a identificag@o de um possivel mecanismo de resisténcia associado a mutag@o nos receptores
de rianodina.

Os resultados obtidos no monitoramento da resisténcia de S. frugiperda a inseticidas
diamidas demonstram que estratégias de manejo da resisténcia em algumas regides do pais
devem ser adotadas de maneira correta e urgente, a fins de se evitar falhas no controle em razdo
da evolugdo da resisténcia. Além disso, a heranca da resisténcia de S. frugiperda a
chlorantraniliprole foi caracterizada como autossdmica, incompletamente recessiva e
monogénica, caracteristicas que favorecem uma rapida evolugdo da resisténcia, em razdo da
sobrevivéncia de heterozigotos e do nimero de genes associados a resisténcia. O estudo também
verificou a ocorréncia de resisténcia cruzada entre os inseticidas diamidas, caracteristica que
afeta a evolug¢do da resisténcia no campo devido a selecdo de individuos resistentes ndo somente
por um inseticida. Também foi verificada a ocorréncia de uma mutagdo (14734M) no gene que
codifica o receptor de rianodina na linhagem resistente a diamidas, esta mutagdo ja foi associada
a resisténcia a diamidas em outros lepiddpteros-praga e pode estar relacionada a resisténcia de
S. frugiperda a este grupo, entretanto a ocorréncia de mutacdes nao foi reportada em individuos
coletados no campo no ano agricola 2018.

Inseticidas diamidas representam uma excelente op¢ao para o manejo de S. frugiperda,
pois devido a suas caracteristicas toxicologicas, este grupo pode ser usado em associagdo a
outras taticas controle dentro de um programa de manejo integrado de pragas. Este estudo
fornece informagdes para que taticas de manejo da resisténcia sejam implementadas com o
objetivo de diminuir a frequéncia de resisténcia no campo, reduzir a pressdo de selecio e

prolongar a vida 1til dos inseticidas diamidas no controle de S. frugiperda.



