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RESUMO

Resisténcia a inseticidas diamidas e caracterizacdo molecular de mutagfes no
receptor de rianodina em popula¢gdes de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) no Brasil

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), é considerada uma das pragas mais destrutivas em diversos cultivos de
importancia econbmica, principalmente nas culturas da soja, milho e algoddo no
Brasil. Os inseticidas do grupo das diamidas séo importantes ferramentas no manejo
de S. frugiperda; no entanto, ja existem publicacbes de resisténcia a estes
inseticidas em populagbes desta praga no Brasil. Sendo assim, estudos que
fomentem a implementacdo de estratégias de manejo de resisténcia sao
fundamentais para prolongar a vida util desse grupo quimico. Os objetivos desse
trabalho foram: (i) Monitorar a suscetibilidade a flubendiamide em populacdes
brasileiras de S. frugiperda e mapear a frequéncia alélica das mutacdes no receptor
de rianodina responsaveis pela resisténcia a diamidas; (ii) Selecionar linhagens de
S. frugiperda resistentes a flubendiamide e caracterizar as bases genéticas
envolvidas; e (iii) Caracterizar as linhas-basicas de suscetibilidade a tetraniliprole em
populacdes de S. frugiperda coletadas nas principais regides produtoras de graos e
avaliar a resisténcia cruzada a flubendiamide. O monitoramento da suscetibilidade a
flubendiamide foi realizado em mais de 70 populacdes de S. frugiperda coletadas
nas culturas de milho e algodao nas safras agricolas de 2018/19 a 2020/21. Em
geral, ndo foi detectada uma alteracdo significativa na suscetibilidade de S.
frugiperda a flubendiamide no decorrer das safras agricolas; com excec¢do para as
populacbes amostradas durante a entressafra no Estado da Bahia que
apresentaram sobrevivéncias superiores a 50% na dose diagnéstica. Resultados de
F2 screen de 31 populagbes amostradas em todas as regides representativas de
producdo de milho e algodédo, confirmaram a estabilidade da frequéncia alélica
associada a resisténcia a diamidas, com frequéncia média de 0,0423 (0,0364 —
0,0486) em 2018/19, 0,0275 (0,0206 — 0,0355) em 2019/20 e de 0,0375 (0,0272 —
0,0435) em 2020/21. Em geral, foi verificada baixa frequéncia das mutacdes no
receptor de rianodina (RyR), variando entre 0 e 38% para 14790M e 0 a 10% para
14790K, a partir de genotipagem de populacdes do campo utilizando o ensaio de
discriminagao alélica TagMan™, confirmando assim os resultados do monitoramento
fenotipico da resisténcia. Duas linhagens resistentes de S. frugiperda a
flubendiamide foram selecionadas, sendo uma a partir de uma populacdo coletada
em Sao Desidério-BA (BA-R) e outra em Tasso Fragoso-MA (TF-R), com razdes de
resisténcia > 4500 vezes para ambas as linhagens. A partir de cruzamentos
reciprocos entre as linhagens resistentes e a linhagem suscetivel, verificou-se que a
resisténcia a flubendiamide é autossémica e incompletamente recessiva para ambas
as linhagens resistentes. Os retrocruzamentos da progénie Fi1 dos cruzamentos
reciprocos com o parental resistente revelaram carater monogénico para as duas
linhagens. O sequenciamento da regido Il a VI do receptor de rianodina identificou a
presenca das mutacdes 14790M e 14790K nas linhagens resistentes, as quais
apresentaram razao de resisténcia (RR) cruzada de 692 vezes e 3917 vezes para
clorantraniliprole e de 1799 vezes e 7475 vezes para ciantraniliprole,
respectivamente. A mutacdo 14790M foi predominante nas populagbes de S.
frugiperda do Brasil, sendo possivel identificar a presenca da mutacdo 14790K
apenas nas populacdes da Bahia, Mato Grosso e S&o Paulo. A partir das linhas-



basicas de suscetibilidade a tetraniliprole, foram verificadas uma variacéo de 1,43 a
5,71 vezes na sucetibilidade entre as populagbes de S. frugiperda avaliadas. Em
geral, o monitoramento fenotipico revelou elevada suscetibilidade das popula¢cdes de
S. frugiperda a tetraniliprole em populagdes amostradas em 2021/22, com excec¢éo
da populacao de Sorriso (MT) que apresentou sobrevivéncia acima de 20% na dose
diagndstica. Foi detectada presenca de alta resisténcia cruzada entre flubendiamide
e diamidas antranilicas (clorantraniliprole, ciantraniliprole e tetraniliprole). Os
resultados obtidos nesse trabalho servem como subsidios para a implementacao
efetiva de estratégias de manejo de resisténcia de S. frugiperda a diamidas no
Brasil.

Palavras-chave: Manejo da resisténcia de insetos, Monitoramento da resisténcia,
Frequéncia alélica, Mecanismos de resisténcia, Padrédo de
heranga, Flubendiamide, Tetraniliprole



ABSTRACT

Diamide resistance and molecular characterization of ryanodine receptor
mutations in populations of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) in Brazil

Fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae),
is considered one of the most destructive pests of maize and cotton in Brazil.
Diamides insecticides are an important tool for management of S. frugiperda;
however, resistance cases to these insecticides have already been reported in
Brazilian populations of S. frugiperda. Thus, studies that support the implementation
of resistance management strategies are fundamental to prolong the lifetime of this
chemical group. The main objectives of this study were: (i) To monitor the
susceptibility to flubendiamide in Brazilian populations of S. frugiperda and map the
allele frequency of the ryanodine receptor mutations responsible for diamide
resistance; (i) To select strains of S. frugiperda resistant to flubendiamide to
understand the inheritance of resistance; (iii) To characterize baseline susceptibility
to tetraniliprole in S. frugiperda populations sampled in the main maize-growing
regions and evaluate cross-resistance to flubendiamide. The susceptibility monitoring
to flubendiamide was conducted in more than 70 populations of S. frugiperda
collected in maize and cotton crops between 2018/19 and 2010/21. In general, there
was no significant shift in S. frugiperda susceptibility to flubendiamide throughout
crop seasons; except for populations sampled in the state of Bahia during fallow
seasons showing survival of >50% at diagnostic dose. Results of F2 screen
conducted in 31 populations of S. frugiperda collected from major maize and cotton
production regions confirmed that the frequency of diamide resistance alleles
remained rather stable showing an average of 0.0423 (0.0364 — 0.0486), 0.0275
(0.0206 — 0.0355) and 0.0375 (0.0272 — 0.0435) in 2020/21. Genotyping of field-
collected samples using a TagMan-based allelic discrimination assay revealed a low
frequency of ryanodine receptor (RyR), varying from 0 to 38% for 14790M and O to
10% for K mutations, confirming the results of phenotypic monitoring of resistance.
Two strains of S. frugiperda resistant to flubendiamide were selected, one from a
population collected in Sdo Desidério, Bahia State (BA-R) and another in Tasso
Fragoso, Maranhdo State (TF-R), showing resistance ratios of >4,500-fold for both
strains. Reciprocal crosses of flubendiamide-resistant strains and susceptible strains
indicated that resistance to flubendiamide is autosomal incomplete recessive for both
resistant strains. The backcrosses of the F1 progeny of reciprocal crosses with the
parental resistant strain revealed a monogenic trait for both strains. The sequencing
of the region Il to VI of the ryanodine receptor identified 14790M and 14790K
mutations in the resistant strains which presented a cross-resistance ratio (RR) of
692-fold and 3,917-fold for chlorantraniliprole and; 1,700-fold and 7,475-fold for
cyantraniliprole, respectively. The 14790M mutation was predominat in populations of
S. frugiperda in Brazil, and the mutation 14790K was identified only in populatins of
Bahia, Mato Grosso and S&o Paulo. Furthermore, results of baseline susceptibility to
tetraniliprole revealed a variation of 1.43 a 5.71-fold between populations of S.
frugiperda evaluated. In general, the phenotypic monitoring presented high
susceptibility to tetraniliprole in most of the populations sampled during 2021/22
season, except for Sorriso (MT) showing survival > 20% at diagnostic dose.
Presence of high cross-resistance was detected between flubendiamide and
anthranilic diamides (chlorantraniliprole, cyantraniliprole and tetraniliprole). Our
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findings will help to implement effective resistance management strategies of S.
frugiperda to diamides in Brazil.

Keywords: Insect resistance management, Resistance monitoring, Allele frequency,
Resistance  mechanisms, Inheritance pattern,  Flubendiamide,

Tetraniliprole



11

LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1. ldentificacdo dos locais de coleta das populacdes de campo de
Spodoptera frugiperda, utilizadas para o monitoramento da suscetibilidade ao
inseticida flubendiamide nas safras de 2018/19-2020/21..........c.c.ccccuuvmmmmmmmnimnennnnnnnnnns 28

Figura 2.2. Monitoramento fenotipico de populacdes de Spodoptera frugiperda
amostradas durantes as safras de 2018/19 (A), 2019/20 (B), 2020/21 (C) e um
resumo da suscetibilidade de cada safra (D) utilizando a dose diagndstica de
flubendiamide (2,38 ug i.a./cm2) em ensaios de aplicagéo superficial em dieta. ...... 40

Figura 2.3. Mortalidade das populagcbes de Spodoptera frugiperda na dose
diagnodstica de flubendiamide (bioensaios de aplicacdo superficial na dieta 2,38 ug
i.a. flubendiamide/cm?) em 70 populacdes, amostradas nas safras 2019 (2018/19),
2020 (2019/2020) € 2021 (2020/21). ..uvureeiieeeeeeeiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e 41

Figura 2.4. Frequéncia estimada dos alelos associados a resisténcia de Spodoptera
frugiperda a flubendiamide utilizando a metolodologia de F2 screen. No total, 1044,
461 e 469 isolinhas foram testadas nas safras de 2018/19, 2019/20 e 2020/21,
TS 0 L=To 117z 1 41T o (P 44

Figura 2.5. Frequéncia alélica dos genatipos 4790 I/l, 4790 I/M, 4790 I/K, 4790 M/M,
4790 K/K e 4790 M/K identificadas por Tagman™ em populacdes de Spodoptera
frugiperda coletadas em diferentes regides produtoras nas safras 2018/19 (2019) e
2019/20 (2020) € 2020/21 (2021)...cceeee oo 50

Figura 2.6. Frequéncia do alelo 14790 (suscetivel) no receptor de rianodina em 64
populacdes de Spodoptera frugiperda amostradas nas safras 2019 (2018/19), 2020
(2019/2020) € 2021 (2020/21). ...uuuuuuunnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnananannnanaa————a————————————————————— 51

Figura 2.7. Regresséao linear entre os resultados de mortalidade dos bioensaios de
monitoramento fenotipico (aplicagdo superficial na dieta, 2,38 ug a.i./cm?) e
frequéncia do alelo suscetivel (SS) identificado por Tagman™ apresentaram
correlacao significativa (F = 188, gl = 1, 60, P < 0.0001). ....ccevvviriiieiiieeeeeeeeeeeeiinnnn 52

Figura 3.1. Efeito da dominancia da resisténcia de Spodoptera frugiperda a
flubendiamide em funcdo da concentracdo do inseticida das linhagens suscetivel,
resistentes BAR-R € TF-R € heterozigotos. ...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnees 73

Figura 3.2. Mortalidade e intervalo de confianga (IC 95%) das linhagens BA-R (A),
TF-R (B), suscetivel e heterozigotos em folhas de milho imersas em solugbes
inseticidas na dose recomendada em bula dos produtos Belt® (Flubendiamide),
Prémio® (Clorantraniliprole), Benevia® (Ciantraniliprole). ............ccccccuvvvviiiiiiiinnnnnnns 76

Figura 3.3. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das linhagens suscetivel, BA-
R e TF-R da regido parcial do receptor de rianodina compreendendo a regiao
GAOABE. ... 77



12

Figura 3.4. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de trés individuos, utilizando
primers senso e antissenso, da regido parcial do receptor de rianodina
compreendendo a regidao 14790M/K, alinhados com a traducdo do receptor de
Plutella xylostella (GenBank AETO9964). ........cooveiiuiiiiiiieeeeeeeeeie e 78

Figura 3.5. Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos da regido parcial do
receptor de rianodina de espécies de lepidopteros pragas compreendendo a regiao
14790M/K associada a resisténcia a diamidas e linhagens suscetivel, resistentes
(BA-R; TF-R) de Spodoptera frugiperda a flubendiamide. O nimero de acesso da
sequéncias referenciadas séo: P. xylostella (AET09964), Tuta absoluta (APC65631),
Spodoptera exigua (AFC36359), S. frugiperda (MK226188), Sf _sus (MK805909.1),
BA-R (ON653045), TF-R 4790M (ON653048), TF-R 4790K (ON653047) and TF-R
e 0 Y (@ 1IN [G157 1072 ) 78

Figura 4.1. Identificacdo dos locais de coleta das populacdes de campo de
Spodoptera frugiperda, utilizadas para a caracterizacdo da linha-basica de
suscetibilidade a tetraniliprole durante as safras 2018/19 e 2020/21. ..............c....... 91

Figura 4.2. ldentificacdo dos locais de coleta das populacdes de campo de
Spodoptera frugiperda, utilizadas para o monitoramento da suscetibilidade ao
inseticida tetraniliprole nas safras de 2021/22. ... 93

Figura 4.3. Curvas de concentracdo-resposta de tetraniliprole em populacbes de
Spodoptera frugiperda amostradas nas safras 2018/19, 2021/22 e linhagem
ST A= W [ (=1 =T (=] o [or = U 97

Figura 4.4. Monitoramento fenotipico da suscetibilidade de Spodoptera frugiperda a
tetraniliprole em populacbes amostradas em diferentes localidades brasileiras
durante a primeira e segunda safra de 2021/22 na concentracdo diagnostica da
populagdo suscetivel de referéncia de 0,44 pg i.a/lcm? (A) e baseline de
suscetibilidade de 0,74 pug i.a/CM? (B).......ccoiuiiiiiiie et 100

Figura 4.5. Mapa de calor comparativo da mortalidade larval (%) de populacdes
brasileiras de Spodoptera frugiperda amostradas durante a primeira e segunda safra
2021/22 expostas a concentragbes diagnosticas de tetraniliprole de 0,44 e 0,74 pg
15 W0 o1 1 OSSP U PR UURRRRPPRRTRTPI 101

Figura 4.6. Mortalidade e intervalo de confianca (IC 95%) das linhagens suscetivel,
BA-R, TF-R e heterozigotos (Sus @ x & BA-R/TF-R; & Sus x @ BA-R/TF-R) em
folhas de milho imersas em solucao inseticida de Vayego® (Tetraniliprole 200 SC)
na concentracdo de 150 ML/NA. ...cooouiiiiiiiiii e 102

Figura 4.7. Mortalidade e intervalo de confianca (IC 95%) das linhagens TF-R e
suscetivel em folhas de milho imersas em solugbes inseticidas com diferentes
concentracdes do produto Vayego® (Tetraniliprole 200 SC).........cocevvviiiiiieiniennnns 103



13

LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1. Populag@es utilizadas para o monitoramento fenotipico e discriminacao
alélica (Tagman™) da suscetibilidade de Spodoptera frugiperda a flubendiamide
amostradas durante as safras de 2018/19, 2019/20 e 2020/21. ......ccccoeveeeevveeeinrnnnnnn. 30

Tabela 2.2. Populagfes utilizadas para estimativa da frequéncia alélica (F2 Screen)
do alelo que confere resisténcia a flubendiamide em populacdes de Spodoptera
frugiperda amostradas durante as safras de 2018/19, 2019/20 e 2020/21. .............. 33

Tabela 2.3. Iniciadores e sondas utilizados nos ensaios de fluorescéncia por
Tagman™ para discriminacdo alélica da resisténcia de Spodoptera frugiperda a
QIAMIAAS. e 35

Tabela 2.4. Mortalidade de lagartas de 3° instar de populacdes de Spodoptera
frugiperda amostradas durantes as safras de 2018/19, 2019/20, 2020/21 submetidas
a ensaios de ingestéo por aplicacao superficial na dieta de flubendiamide utilizando
dose diagnostica (2,38 PG i.8./CM2). ....cueiiiiiiieecie et 36

Tabela 2.5. Frequéncia estimada de alelos associados a resisténcia de Spodoptera
frugiperda a flubendiamide em populacdes coletadas no Brasil na safra 2018/19....41

Tabela 2.6. Frequéncia estimada do alelo associado a resisténcia de Spodoptera
frugiperda a flubendiamide em populacdes coletadas no Brasil na safra 2019/20....43

Tabela 2.7. Frequéncia estimada de alelos associados a resisténcia de Spodoptera
frugiperda a flubendiamide em populacdes coletadas no Brasil na safra 2020/21....44

Tabela 2.8. Frequéncia alélica dos gendtipos 4790 I/1, 4790 I/M, 4790 I/K, 4790 M/M,
4790 K/K e 4790 M/K em populacBes de Spodoptera frugiperda coletadas na safra
de 2020/2021 por meio de ensaios de discriminagdo alélica Tagman™................... 47

Tabela 3.1. Linhagens resistentes de Spodoptera frugiperda a diamidas
selecionadas pela metodologia de F2 SCreen. .........ccoevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeee 65

Tabela 3.2. Iniciadores utilizados para no sequenciamento parcial do receptor de
rianodina de Spodoptera frugiperda (regiéo Il a VI do dominio intramembranar)......70

Tabela 3.3. Concentracdo-mortalidade das linhagens de Spodoptera frugiperda
suscetivel (Sus) e resistentes (BA-R; TF-R) a flubendiamide e heterozigotos
provenientes de CruzamentoS rECIPIOCOS. .......uuuuuuuuuuuurriiiiiiiiiiiaeiieneaeenaeaeanaebeeeeaeaaanee 71

Tabela 3.4. Efeito da dominéncia da resisténcia de Spodoptera frugiperda a
flubendiamide em funcdo da concentracdo do inseticida das linhagens suscetivel,
resistentes BA-R € TF-R € heterozigotas. ...........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieniiiianees 73



14

Tabela 3.5. Analise de x? da mortalidade de retrocruzamentos entre as linhagens
resistentes e a progénie F1 (cruzamentos reciprocos entre as linhagens BA-R, TF-R
e Sus) de Spodoptera frugiperda para diferentes concentracfes de flubendiamide. 74

Tabela 3.6. Dose-mortalidade das linhagens de Spodoptera frugiperda suscetivel
(Sus) e resistente a flubendiamide (BA-R e TF-R) em bioensaios de aplicacdo na
superficie da dieta artificial as moléculas inseticidas flubendiamide, clorantraniliprole
Lo =T = 1] ] ] 0] [ RSP 75

Tabela 3.7. Mortalidade % e intervalo de confianca 95% (IC 95%) das linhagens BA-
R, TF-R, suscetivel e heterozigotos em folhas de milho imersas em solucdes
inseticidas na dose recomendada em bula dos produtos Belt® (Flubendiamide),
Prémio® (Clorantraniliprole) e Benevia® (Ciantraniliprole)............ccccccevveveiiiiiinnennnn. 76

Tabela 4.1. Populacdes utilizadas para caracterizagdo da linha-basica de
suscetibilidade de Spodoptera frugiperda a tetraniliprole durante as safras 2018/19 e
20 7 0 91

Tabela 4.2. Populagbes utilizadas para o0 monitoramento fenotipico da
suscetibilidade de Spodoptera frugiperda a tetraniliprole amostradas durante as
T2 1 = S0 (= 02 0 93

Tabela 4.3. Caracterizacdo da linha-basica de suscetibilidade a tetraniliprole para
populacdes de Spodoptera frugiperda coletadas na cultura do milho na safra
2018/19 € 2020/21L. ...eeieeeeeee et a e e e e et raaaaaaanaans 96

Tabela 4.4. Concentracdo-mortalidade de linhagens de Spodoptera frugiperda
suscetivel (Sus) e andlise das curvas de concentracdo-resposta conjunta de treze
populacbes coletadas na safra 2018/2019 e 2020/21 (linha-basica de
S0 S Tot =31 o] o F= To (=) N 97

Tabela 4.5. Mortalidade larval (%) e intervalo de confianca (IC 95%) de populacdes
brasileiras de Spodoptera frugiperda expostas as concentracdes diagnosticas de
TEtrANIIIPIOIE. .. e e 99

Tabela 4.6. Dose-mortalidade das linhagens de Spodoptera frugiperda suscetivel
(Sus) e resistente a flubendiamide (BA-R e TF-R) em bioensaios de aplicacdo na
superficie da dieta artificial a molécula inseticida tetraniliprole. ............................ 102



15

1. INTRODUCAO

Inseticidas do grupo das diamidas agem seletivamente nos receptores de
rianodina (RyR), localizados na membrana do reticulo sarcoplasmatico de tecidos
musculares dos insetos. Estes canais tém como funcao a regulacdo homeostatica de
calcio presente nos estoques intracelulares, levando a contracdo muscular (Nauen,
2006; Sattelle; Cordova & Cheek, 2008). Sintomas tipicos de intoxicacdo por
inseticidas diamidas sdo a rapida cessacdo da alimentacdo, contracdo muscular
permanente e, consequentemente, a morte do inseto. Devido a sua elevada eficacia
de controle, auséncia de resisténcia cruzada com outros grupos de inseticidas, baixa
toxicidade a mamiferos e insetos benéficos, os inseticidas diamidas tém sido uma
importante ferramenta no manejo integrado de pragas (MIP) sendo um dos produtos
mais utilizados para o controle de lepidopteros-praga no mundo (Jeanguenat, 2013;
Sparks; Nauen, 2015; Tohnishi et al., 2005), correspondendo a 11% das vendas
globais de inseticidas (Spark, 2019).

Flubendiamide, inseticida diamida derivado do acido ftalico, desenvolvido pela
empresa Nyhon Nohyaku CO, LTD a partir do derivado benzeno dicarboxamida
(Tohnishi et al., 2005) em parceria com a Bayer CropScience, foi a primeira molécula
do grupo das diamidas introduzida no mercado (Tohnishi et al., 2005). Em seguida,
foram desenvolvidas pela empresa DuPont as diamidas antranilicas clorantraniliprole
e ciantraniliprole, as quais foram otimizadas com o terminal ftalico-2-metil-4-
triflurometil, apresentando aumento da atividade inseticida e do espectro de acgao
(Cordova et al., 2006). Mais recentemente, foram desenvolvidos novos quimiotipos
ciclaniliprole (ISK Bioscience) e tetraniliprole (Bayer CropScience), sendo derivadas
das moléculas clorantraniliprole e ciantraniliprole, respectivamente (ISKBC 2017,
Richardson, 2019). Ambos os tipos de diamidas se ligam diretamente no receptor de
rianodina (RyR), presente nos tecidos neuromusculares dos insetos ativando a
liberacdo de célcio, o qual leva a uma contragdo descontrolada dos musculos e,
consequentemente, a morte do inseto (Ebbinghaus-Kintscher et al., 2006).

O primeiro caso de resisténcia a diamidas foi reportado para Plutella xylostella
L. (Lepidoptera: Plutellidae) (Troczka et al., 2012), seguidos de relatos para diversas
outras pragas-alvo, tais como Choristoneura rosaceana (Harris) (Lepidoptera:
Tortricidae) (Sial et al., 2010), Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) (Trocza
et al, 2012, Ribeiro et al., 2013), Chilo suppressalis (Walker) (Lepidoptera:



16

Pyralidae) (Gao et al., 2013), Chrysodeixis includens (Walker) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Owen et al.,, 2013), Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Lai et al., 2011), Spodoptera litura F. (Lepidoptera: Noctuidae) (Su et al.,
2012), Adoxophyes honmai (Yasuda) (Lepidoptera: Tortricidae) (Uchiama; Ozawa,
2014), Cnaphalocrocis medialis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae) (Zhang et al.,
2014), Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) (Roditakis et al., 2015,
Silva et al., 2018) e, recentemente, Spodoptera frugiperda J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) (Bolzan et al., 2019; Gutiérrez-Moreno, 2018).

O principal mecanismo de resisténcia de pragas a diamidas tem sido
relacionado a mutacdes especificas no RyR, tais como as mutacdes nas posicoes
G4946E e 14790M, baseado no genoma de P. xylostella, que foram inicialmente
descritas em populacdes provenientes de Filipinas, Tailandia e China (Troczka et al.,
2012; Guo et al., 2014), e posteriormente, de india, Taiwan, Estados Unidos da
Ameérica, Japdo e Coreia do Sul (Steinbach et al., 2015). Mutacdes similares no RyR
nas posicoes 14790 e G4946 foram descritos para T. absoluta (Roditakis et al.,
2017), C. suppressalis (Sun et al., 2018; Yao et al., 2017), e S. exigua (Kim et al.,
2021; Zuo et al., 2020). Mutacbes no RyR nas posi¢cdes 14790 e G4946 possuem
impactos diferentes na ligacdo das diamidas e a resisténcia associadas a elas foi
funcionalmente validada por ensaios de ligacdes utilizando radioligantes (Steinbach
et al., 2015), expressao receptores mutantes em células recombinantes de insetos
(Richardson et al., 2021; Troczka et al.,, 2015) e por edicdo génica, utilizando
CRISPR/Cas9 em Drosophila melanogaster (Meigen) (Diptera: Drosophilidae)
(Douris et al., 2017) e S. exigua (Zuo et al., 2017).

A importancia de aminoacidos chaves na ligacdo das moléculas diamidas ao
RyR foi recentemente confirmado utilizando genes modificados de RyR de P.
xylostella, em que a isoleucina na posicdo 4790 foi trocada por uma cisteina
encontrada no RyR1 do tecido esquelético de humanos que ndo possui afinidade
pelas diamidas. Foi observado que o RyR 14790C-mutado de P. xylostella
funcionalmente expresso em células recombinantes Sf9 apresentou significativa
reducdo de afinidade e eficacia a clorantraniliprole e flubendiamide (Richardson et
al.,, 2021). Ha também relatos de casos de resisténcia a diamidas devido a
superexpressao enzimatica, no entanto, apresentam baixas razfes de resisténcia

relativo a mutacao no sitio de ligacéo (Sial e Brunner, 2012; Campos et al., 2015).
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Sendo assim, a evolucao da resisténcia por mutacdes especificas no RyR € a maior
ameaca para a sustentabilidade de todo o grupo quimico.

Apesar de os casos de resisténcia ja reportados, os inseticidas diamidas
ainda representam uma importante ferramenta no manejo de diversas pragas,
principalmente lepidopteros de grande importancia agricola, tais como S. frugiperda.
Atualmente as diamidas representam 20% de todo o mercado de inseticidas nas
culturas da soja, milho e algod&o no Brasil para controle de lepiddpteros (BIP Spark,
2015 - 2021). Spodoptera frugiperda € uma das pragas de maior importancia
econbmica, devido a sua polifagia e elevada capacidade de dano em diversos
cultivos agricolas (Nagoshi et al., 2019). Nativa das Américas e globalmente
reconhecida como um dos 20 artrOpodes-praga mais importantes nos cultivos
agricolas, foi recentemente reportada na Africa Ocidental, Central (Goergen et al.,
2016), india (Ganiger et al., 2018) e China (Jing et al., 2019).

O controle quimico e a utilizacdo de plantas geneticamente modificadas tém
sido as principais taticas utilizadas para o seu controle. No entanto, a dindmica de
cultivo de grandes culturas no Brasil aliada as condi¢cbes climaticas e a utilizacédo
inadequada desses métodos contribuiram para o estabelecimento de resisténcia de
S. frugiperda a diversos inseticidas e proteinas Bt atualmente comercializadas. Ja
foram relatados casos de resisténcia para mais de 6 diferentes grupos quimicos,
como piretroides (lambda-cialotrina) e organofosforados (clorpirifés) (Carvalho et al.,
2013), inibidores da biosintese de quitina (lufenurom) (Nascimento et al., 2015),
espinosinas (espinosade e espinetoram) (Okuma et al., 2018; Lira et al., 2020),
diamidas (clorantraniliprole) (Bolzan et al., 2019), benzoato de emamectina (Muraro
et al.,, 2021) e a 5 proteinas inseticidas expressas em plantas geneticamente
modificadas derivadas de Bacillus thurigiensis Berliner (Bt), CrylAb (Omoto et al.,
2016), CrylF (Farias et al., 2014), CrylA.105+Cry2Ab2 (Bernardi et al., 2015) e
Vip3Aa20 (Bernardi et al., 2016). No entanto, ainda ndao se tem relato de falhas de
controle relacionados a populacdes resistentes de campo, apesar dos niveis
elevados de resisténcia detectados nas linhagens resistentes a diamidas de S.
frugiperda coletadas em campo em Porto Rico (Gutiérrez-Moreno et al., 2019).

A evolugdo da resisténcia depende de varios fatores, sendo os fatores
genéticos determinantes na taxa de aumento da frequéncia de resisténcia nas
proximas geracgdes. Dentre os principais fatores genéticos estdo a frequéncia inicial

do alelo na populacdo, o nimero de genes envolvidos e a dominancia dessa
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caracteristica (Georghiou; Taylor, 1977). Estudos de caracterizacdo e determinacao
das bases genéticas associadas a resisténcia a inseticidas sdo fundamentais para a
compreensao da evolucdo da resisténcia no campo e para o0 estabelecimento de
estratégias de manejo da resisténcia de insetos (MRI) (Georghiou; Taylor, 1977).
Além disso, entender o status atual da frequéncia de resisténcia a nivel de campo,
sua evolucdo ao longo dos anos e o impacto das mutacfes presentes nas
populacdes na eficiéncia dos produtos contribuem para uma melhor implementacao
de programas de manejo de resisténcia e para andlise de risco de novas moléculas
desse grupo.

Considerando o cenario atual de produc¢éo agricola no Brasil com sistemas de
producéo intensivos e ampla plasticidade bioldgica de S. frugiperda, o objetivo desse
trabalho foi gerar subsidios para o desenvolvimento de programas de manejo da
resisténcia de S. frugiperda a inseticidas diamidas, visando preservar a vida Gtil das
moléculas atualmente comercializadas e a viabilidade de novos quimiotipos. Os

objetivos da presente tese foram:

e Monitorar a suscetibilidade de populacdes de S. frugiperda a flubendiamide e
mapear a frequéncia alélica das mutacdes no receptor de rianodina

associadas a resisténcia a diamidas;

e Selecionar linhagens de S. frugiperda resistentes a flubendiamide e

caracterizar as bases genéticas envolvidas;

e Caracterizar as linhas-béasicas de suscetibilidade a tetraniliprole e resisténcia
cruzada a flubendiamide em populacbes de S. frugiperda amostradas nas

principais regides produtoras de milho no Brasil.
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2. MONITORAMENTO FENOTIPICO E GENOTIPICO DA RESISTENCIA A
FLUBENDIAMIDE EM POPULACOES DE Spodoptera frugiperda (J. E.
SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) NO BRASIL

Resumo

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), € um importante
lepidoptero-praga nas Ameéricas, e recentemente invadiu Africa, india, China e
Australia. No Brasil, S. frugiperda é considerada a praga mais destrutiva das culturas
do milho e algoddo, com diversos casos de resisténcia a inseticidas e proteinas
provenientes de Bacillus thuringiensis (Bt). Nesse estudo foi realizado
monitoramento fenotipico e genotipico da resisténcia a flubendiamide em mais de 70
populacdes de S. frugiperda coletadas em milho, sorgo e algod&o entre as safras de
2018/19 e 2020/21 para avaliar a suscetibilidade de S. frugiperda a flubendiamide.
Em geral, a partir do monitoramento fenotipico utilizando dose diagnéstica, néo foi
detectada uma alteracdo significativa na suscetibilidade de S. frugiperda a
flubendiamide no periodo de 2018/19 a 2020/21, exceto para as populacdes do
Estado da Bahia amostradas na entressafra que apresentaram sobrevivéncias
superiores a 50% na dose diagnostica. Resultados de F2 screen de 31 populacdes
amostradas em todas as regides representativas produtoras de milho e algodao,
confirmaram a estabilidade da frequéncia alélica associada a resisténcia a
flubendiamide apresentando frequéncia média de 0,0423 (0,0364 — 0,0486) em
2018/19, 0,0275 (0,0206 — 0,0355) em 2019/20 e de 0,0375 (0,0272 — 0,0435) em
2020/21. Posteriormente, analises de genotipagem de populacbes do campo
utilizando o ensaio de discriminacdo alélica TagMan™, revelaram baixa frequéncia
das mutacdes RyR 14790M/K, confirmando os resultados do monitoramento
fenotipico. A mutacdo 14790M foi predominante nas populacdes de S. frugiperda do
Brasil, sendo possivel identificar a presenca da mutacdo 14790K apenas nas
populacdes da Bahia, Mato Grosso e Sao Paulo. Os resultados obtidos nesse
trabalho servirdo para o aprimoramento de programas de monitoramento da
resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide.

Palavras-chave: Monitoramento fenotipico, Frequéncia alélica, Flubendiamide,
Discriminacao alélica.

Abstract

The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith), is an important
lepidopteran pest in the Americas, and recently invaded Africa, India, China and
Australia. In Brazil, S. frugiperda is considered the most destructive pest of maize
and cotton crops, with many reported cases of resistance to insecticides and Bacillus
thuringiensis (Bt) proteins. In this study, a phenotypic and genotypic monitoring the
susceptibility to flubendiamide was performed in more than 70 field populations of S.
frugiperda sampled in corn and cotton crops between 2018/19 and 2020/21 seasons.
In general, there was no significant shift in susceptibility of S. frugiperda to
flubendiamide, except for populations sampled in the state of Bahia during fallow
seasons showing survival of >50% at diagnostic dose. Results of F2 screen of 31
populations of S. frugiperda collected from major maize and cotton production
confirmed that the frequency of diamide resistance alleles remained rather stable
showing an average of 0.0423 in 2018/19, 0.0275 in 2019/20 and 0.0375 in 2020/21.
Genotyping of field-collected samples employing a TagMan™-based allelic
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discrimination assay, revealed a low frequency of RyR 14790M/K mutations
significantly, confirming the results of phenotypic monitoring of resistance. The
14790M mutation was predominat in populations of S. frugiperda in Brazil, and the
mutation 14790K was identified only in populatins of Bahia, Mato Grosso and Sao
Paulo. The results obtained in this work can contribute for an effective
implementation of resistance management strategies of S. frugiperda to
flubendiamide

Keywords: Phenotypic monitoring, Allele frequency, Flubendiamide, Allelic
discrimination.

2.1 Introducao

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), € uma das pragas de maior importancia econdmica,
devido a sua polifagia e elevada capacidade de dano em diversos cultivos agricolas
(Nagoshi et al., 2019). Nativa das Américas e globalmente reconhecida como um
dos 20 artropodes-praga mais importantes nos cultivos agricolas, foi recentemente
reportada pela primeira vez na Africa Ocidental, Central (Goergen et al., 2016), india
(Ganiger et al., 2018) e China (Jing et al., 2019). O controle quimico e a utilizacdo de
plantas geneticamente modificadas tém sido as principais taticas utilizadas para o
seu controle. A dinamica de cultivo de grandes culturas no Brasil, aliada as
condicdes climéticas e a utilizacdo inadequada desses métodos, contribuiram para a
evolucao da resisténcia de S. frugiperda a diversos inseticidas e proteinas Bt
atualmente comercializadas.

A resisténcia de S. frugiperda a inseticidas de diversos grupos de inseticidas
ja foram reportadas no Brasil, tais como piretroides (Diez-Rodriguez; Omoto, 2001),
organofosforados (Carvalho et al., 2013), inibidores da biosintese de quitina
(Nascimento et al., 2015), espinosinas (Okuma et al., 2018; Lira et al., 2020),
diamidas (Bolzan et al., 2019; Boaventura et al., 2020), benzoato de emamectina
(Muraro et al., 2021) e também a proteinas Bt, como CrylAb (Omoto et al., 2016),
CrylF (Farias et al., 2014), Cry1lA.105+Cry2Ab2 (Bernardi et al., 2015) e Vip3Aa20
(Bernardi et al., 2016).

Os inseticidas do grupo das diamidas, lancadas globalmente em 2006, se
tornaram uma importante ferramenta no manejo integrado de pragas (MIP) devido a
sua elevada eficacia de controle, auséncia de resisténcia cruzada com outros grupos
de inseticidas, baixa toxicidade e seletividade a mamiferos e insetos benéficos

(Ebbinghaus-Kintscher et al.,, 2006). Atualmente as diamidas ainda se encontram
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como um dos mais importantes inseticidas utilizados o controle de lepidopteros-
praga no mundo (Sparks; Nauen, 2015), especialmente nas culturas da soja, milho e
algodao correspondendo a mais de 20% do mercado do Brasil em 2021/22 (BIP
Spark, 2015 - 2021). Atualmente sdo comercializadas diamidas do &cido ftalico
(Tohnishi M. et al., 2005) e diamidas antranilicas (Cordova et al., 2006). Ambos os
tipos de diamidas se ligam diretamente no receptor de rianodina (RyR), presente nos
tecidos neuromusculares dos insetos ativando a liberagdo de célcio, o qual leva a
uma contracdo descontrolada dos musculos e consequentemente morte do inseto
(Ebbinghaus-Kintscher et al., 2007).

Devido ao seu intenso uso, ja foram relatados na literatura casos de
resisténcia a inseticidas diamidas em diversos lepidépteros pragas, que sao de
importancia agricola no Brasil, tais como Plutella xylostella L. (Lepidoptera:
Plutellidae) (Troczka et al.,, 2012, Ribeiro et al., 2014), Chrysodeixis includens
(Walker) (Lepidoptera: Noctuidae) (Owen et al.,, 2013), Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera: Gelechiidae) (Roditakis et al., 2015, Silva et al., 2018) e S. frugiperda
(Bolzan et al., 2019; Gutiérrez-Moreno, 2019). O principal mecanismo de resisténcia
de pragas a inseticidas diamidas tem sido devido a mutagBes especificas no RyR,
tais como as mutacbes na posicdo G4946E, 14790M e 14790K encontrado em P.
xylostella (Troczka et al., 2012, Steinbach et al., 2015, Jouraku et al., 2020), G4903V
e 14746T em T. absoluta (Roditakis et al.; 2017) e 14794M em S. frugiperda
(Boaventura et al., 2020).

No Brasil, geralmente se praticam duas ou mais safras por ano, permitindo
multiplas geracbes de pragas agricolas e levando ao aumento da pressdo de
selecdo com inseticidas. Dessa maneira, entender a situacao atual da frequéncia de
resisténcia a nivel de campo, sua evolucdo ao longo dos anos e o impacto na
eficiéncia dos produtos contribuem para uma melhor implementacdo de programas
de manejo de resisténcia e para analise de risco de novas moléculas desse grupo.
Nesse estudo foi realizado o monitoramento fenotipico e genotipico da resisténcia a
flubendiamide em populagdes de S. frugiperda coletadas em lavouras comerciais de
milho e algodao entre as safras de 2018/19 e 2020/21, com o objetivo de avaliar a
evolucdo da resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide ao longo dos anos e
mapear a frequéncia alélica e genotipagem das possiveis mutacdes presentes nas

populacdes de S. frugiperda no Brasil.
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2.2 Material e Métodos
2.2.1 Coletas das populacdes de campo e criacdo no laboratorio
As populacdes de S. frugiperda utilizadas no estudo foram coletadas nos
principais Estados produtores agricolas de soja, milho e algodao: Bahia, Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sado Paulo, Parana, Rio Grande do Sul
nas safras agricolas de 2018/19 a 2020/21. Foram coletadas aproximadamente 1000
lagartas de cada localidade em diferentes culturas hospedeiras como milho, algodao
nao-Bt, e sorgo (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Identificacdo dos locais de coleta das popula¢cdes de campo de Spodoptera frugiperda,
utilizadas para o monitoramento da suscetibilidade ao inseticida flubendiamide nas safras de 2018/19-
2020/21.

2.2.2 Monitoramento fenotipico da suscetibilidade de S. frugiperda a

flubendiamide

Foram utilizadas cerca de 70 populacdes de campo coletadas nas safras de
2018/19 a 2020/21 (12 e 22 safra de 2018/19, entressafra 2018-2019, 12 e 22 safra de
2019/2020, entressafra de 2019-2020, 12 e 22 safra de 2020/21, entressafra 2020-
2021 (Tabela 2.1) no monitoramento fenaotipico.

As lagartas provenientes das coletas de campo foram acondicionadas em
bandejas e/ou copos plasticos contendo dieta artificial (Kasten et al., 1978) e
enviadas aos Laboratorios de Resisténcia de Artropodes - USP/ESALQ e Manejo de
Resisténcia FHI — Bayer S.A./Paulinia, permanecendo até o estagio de pupa. As
pupas obtidas foram retiradas e acondicionadas em gaiolas PVC (policloreto de

vinila, 20 cm de diametro x 20 cm altura) revestidos internamente com papel jornal e
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com “voil” na parte superior (substratos para oviposicdo). As gaiolas foram colocadas
sobre um prato acrilico (40 cm de diametro x 1,5 cm de altura) e para a alimentacéo
dos adultos foi oferecida uma solucdo de mel em agua a 10% embebida em algodéo
hidréfilo. A cada 2 dias as posturas foram retiradas e as gaiolas substituidas. Os
ovos obtidos foram acondicionados em recipientes plasticos (100 mL) com um papel
filtro umedecido (1 x 1 cm) para a manutencdo da umidade e mantidos em sala
climatizada a 25 + 1°C, umidade relativa 60 £ 10% e 12h de fotofase. As lagartas
recém-eclodidas na geracdo Fi1 foram transferidas para copos plasticos
transparentes (100 mL) contendo dieta artificial, onde permaneceram até atingirem o
3° instar, estagio no qual foram utilizadas nos bioensaios.

Para o monitoramento fenotipico foram utilizados bioensaios de ingestao,
mediante tratamento superficial da dieta com inseticida em placas de 128 células
(BIO-BA-128; CD International Inc., Pitman, NJ) contendo aproximadamente 1,25 mL
de dieta artificial por célula (area de 2,27 cm?). Foi utilizado o inseticida
flubendiamide (Belt®, Bayer S.A.) (480 g a.i./l) na dose diagndstica 2,38 ug i.a./cm?
(CL99) (Ribeiro, 2014) diluido em &gua destilada, e surfactante Triton® na
concentracéo de 0,1%. Como tratamento testemunha foi utilizado agua destilada e o
surfactante Triton® na concentracao de 0,1%.

Nas células contendo os tratamentos foram individualizadas lagartas de
terceiro instar de S. frugiperda que permaneceram se alimentando do substrato
tratado por um periodo de 96 horas, em camara climatizada “BOD”, a 25 + 2°C de
temperatura e 12h de fotofase. Apds quatro dias de exposi¢cdo aos produtos, foi
avaliada a mortalidade de S. frugiperda, sendo consideradas mortas as lagartas que
nao apresentaram movimentos coordenados quando tocadas com uma pinca apos 4
dias. A unidade experimental dos bioensaios de ingestéo foi constituida de placas de
128 células (BIO-BA-128; CD International Inc., Pitman, NJ), totalizando 448 a 480
lagartas por populagéo, sendo consideradas 16 lagartas por repeticao.

Com base nos resultados obtidos no monitoramento fenotipico foram
estimados a probabilidade de mortalidade e os intervalos de confianga 95% (IC 95%)
para cada populacéo testada utilizando a fungao binom.probit do pacote binom do
programa R 3.4.1. (R Core Team, 2020). As mortalidades das popula¢gbes de uma
mesma safra foram agrupadas e submetidas a analise de ANOVA unilateral, sendo
as médias comparadas entre si por teste de Tukey post-hoc.
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Tabela 2.1. Populacfes utilizadas para o monitoramento fenotipico e discriminacdo alélica
(Tagman™) da suscetibilidade de Spodoptera frugiperda a flubendiamide amostradas durante as
safras de 2018/19, 2019/20 e 2020/21.

Cidade, UF Latitude Longitude Cultura Data de Coleta
12 Safra 2018/2019
Santo Angelo, RS 28° 06’ 15,59” S  54° 25’ 33,20” O Milho 25/10/2018
Selbach, SC 28°36’46,93"S  52°56’ 36,06” O Milho 25/10/2018
Toledo, PR 24°52'51,70"S  53°35'46,07" O Milho 01/11/2018
Ponta Grossa, PR 24°35'05,87"S  49°41'47,96" O Milho 12/11/2018
Cristalina, GO 16° 58 49,76”S  47°38 28,33" O Milho 23/11/2018
Santa Helena de Goias, GO 17°40°21,56” S 50° 39’ 20,32” O Milho 18/12/2018
Chapeco, SC 27°11°39,01”S  52°39 32,00 O Milho 01/12/2018
Luis Eduardo Magalhdes, BA  11°38'55,13"S  45°31°01,10"O Milho 04/12/2018
Araguari, MG 18°33'47,52"S  47°25 12,90” O Milho 21/12/2018
Casa Branca, SP 21°32'5,49” S 47° 04’ 28,92 O Milho 21/12/2018
22 Safra 2018/2019
Toledo, PR 24°38'52,27"S  53°42° 39,65" O Milho 08/03/2019
Campo Mourédo, PR 24°01°41,67"S  52°19 05,56" O Milho 28/03/2019
Casa Branca, SP 21°45'00,69"S  47°08 09,39" O Milho 02/04/2019
Araguari, MG 18°33'47,52"S  47°25 12,90” O Milho 02/04/2019
Chapadéao do Sul, MS 18°44’13,96”" S  52°32'08,74" O Milho 01/04/2019
Lucas do Rio Verde, MT 12°55'36,64"S  56°03 13,73 O Milho 15/03/2019
Campo Verde, MT 15°2314,16”S  55°05'46,11” O Milho 26/04/2019
Cristalina, GO 17°48'24,11”S  50°48 12,13” O Milho 26/04/2019
Rio Verde, GO 17°48 24,11”S  50°48 12,13" O Milho 24/04/2019
Entressafra 2018/2019
Casa Branca, SP 21°54’ 43,75 S 47°08 29,39 O Milho 12/06/2019
Lucas do Rio Verde, MT 12°58' 44,45"S  55°52' 24,91 O Milho 26/06/2019
Rio Verde, GO 17°45° 05,85"S  50° 32’ 52,03” O Milho 26/06/2019
Correntina, BA 13°23'57,23"S  45°52’' 50,09” O Milho 18/06/2019
12 Safra 2019/2020
Coronel Barros, RS 28°22'54,59” S 54°00'52,56” O Milho 24/10/2019
Selbach, RS 28°38'45,28” S 53°00’17,50” O Milho 24/10/2019
Chapect, SC 27°11°38,11” S 52°37°31,86” O Milho 04/12/2019
Corbélia, PR 24°50'46,36” S 53°19'10,86” O Milho 13/11/2019
Tibagi, PR 24°27°09,86” S 50°11°24,90” O Milho 29/10/2019
Pirassununga, SP 21°53'56,01” S 47°21'10,87” O Sorgo 25/10/2019
Uberlandia, MG 19°10'49,32” S 48°09'16,56” O Sorgo 07/11/2019
Santa Helena de Goiés, GO 17°45°13,68” S 50°35'12,19” O Sorgo 20/11/2019
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Cidade, UF Latitude Longitude Cultura Data de Coleta

Cristalina, GO 16°27°07,21” S 47°37°48,60” O Milho 28/11/2019

22 Safra 2019/2020
Casa Branca, SP 21°564°45,20” S 47°10'62,52” O Milho 21/02/2020
Londrina, PR 23°20'26,90” S 51°14°04,60” O Milho 10/03/2020
Cascavel, PR 24°36'26,20” S 53°17°40,60” O Milho 06/03/2020
Mamboré, PR 24°19'04,80” S 52°35'23,70” O Milho 06/03/2020
Dourados, MS 22°03'43,00” S 54°54°37,00” O Milho 24/03/2020
Chapadéo do Sul, MS 18°42’57°,00’ S 52°45'32,00” O Milho 24/03/2020
Lucas do Rio Verde, MT 12°59'36,27” S 55°50°06,40” O Milho 13/03/2020
Sapezal, MT 12°26'54,42” S 59°15'06,33” O Milho 12/03/2020
Campo Verde, MT 15°32'40,28” S 55°12'09,48” O Milho 17/03/2020
Rio Verde, GO 17°48'03,43” S 50°24'59,66” O Milho 26/04/2020

Entressafra 2019/2020

Campo Novo do Parecis, MT 11°42°56,16” S 55°18'44,74” O Algodéo 30/04/2020
Campo Verde, MT 15°33'53,90” S 55°11'27,20“ O Algodao 26/05/2020
Roda Velha, BA 12°40'33,56” S 45°58'00,90” O Algodao 12/05/2020
Luis Eduardo Magalhaes, BA 11°41°47,28” S 46°00'17,46" O Algodao 15/05/2020
Jaborandi, BA 14°14°33,36” S 45°26°32,52” O Algodao 30/05/2020

12 Safra 2020/2021
Santo Angelo, RS 28°28'50,40” S 54°20°16,90” O Milho 21/10/2020
Chapecd, SC 27°05’19,00” S 52°38’13,00” O Milho 22/12/2020
Selbach, SC 28°38'33,70” S 52°57°05,20” O Milho 21/10/2020
Cascavel, PR 25°02'12,48” S 53°04'12,61” O Milho 06/11/2020
Pirai do Sul, PR 24°27'40,84” S 50°10°38,84” O Milho 06/11/2020
Casa Branca, SP 21°48°05,46” S 46°55'54,99” O Milho 27/10/2020
Araguari, MG 18°43'54,43” S 47°5841,06” O Milho 31/12/2020
Santa Helena de Goias, GO 17°41°'21,17” S 50°39'09,68” O Milho 11/11/2020
Cristalina, GO 16°28'08,58” S 47°39'11,72” O Milho 02/12/2020
Luis Eduardo Magalhdes, BA 12°05'40,82” S 45°42'41,54” O Milho 21/02/2021

22 Safra 2020/2021
Campo Mouréo, PR 24°02'11,52” S 52°18'37,14” O Milho 11/05/2021
Londrina, PR 23°19'46,21” S 51°18°19,93” O Milho 11/05/2021
Cascavel, PR 24°21°’51,21” S 53°33'38,10” O Milho 04/05/2021
Dourados, MS 22°11'49,02” S 54°42°'42,98” O Milho 04/05/2021
Chapadéao do Sul, MS 18°43'55,58” S 52°30'48,33” O Milho 08/04/2021
Lucas do Rio Verde, MT 13°01'51,74” S 55°53'52,28” O Milho 14/04/2021
Sapezal, MT 13°28'52,18” S 59°16’16,98” O Milho 23/03/2021
Campo Verde, MT 15°15'13,70” S 55°02°23,27” O Milho 23/03/2021
Rio Verde, GO 17°48'03,43” S 50°24'59,66” O Milho 08/04/2021
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Cidade, UF Latitude Longitude Cultura Data de Coleta
Entressafra 2020/2021
Séo Desidério, BA 12°40’33,56” S 45°58'00,90” O Algodéo 23/06/2021

2.2.3 Frequéncia de alelos associados a resisténcia de S. frugiperda a

flubendiamide

A frequéncia alélica associada a resisténcia de S. frugiperda ao inseticida
flubendiamide foi estimada e monitorada utilizando a metodologia de F2 screen
(Andow; Alstad,1998). Foram monitoradas populacdes coletadas nas segunda safras
de milho nos Estados de importancia agricola para a cultura. Para isso, foram
coletadas aproximadamente 1000 lagartas de cada localidade e enviadas ao
laboratério da Bayer S.A./Paulinia. As lagartas coletadas no campo foram mantidas
em dieta artificial até a fase de pupa. Posteriormente, as pupas foram separadas por
sexo e individualizadas em copos plasticos (25 mL) invertidos sobre um papel filtro
umedecido permanecendo até a emergéncia dos adultos.

ApGs a emergéncia, os adultos virgens foram separados em casais e
acondicionados em gaiolas confeccionadas com copos plasticos transparentes (500
mL) (um casal por gaiola). Foi oferecida uma solucdo de mel em agua a 10%
embebida em algodéao hidréfilo para a alimentacdo dos adultos. A cada 2 dias as
posturas foram retiradas e as gaiolas substituidas. Cada casal representou uma
isofamilia e sua descendéncia foi criada separadamente das demais. Os ovos
obtidos de cada isofamilia foram acondicionados em recipientes plasticos (100 mL)
com um papel filtro umedecido (1 x 1 cm) para a manutencdo da umidade e
mantidos em sala climatizada a 25 + 1°C, umidade relativa 60 + 10% e fotofase de
12 h.

Apds a eclosdo das lagartas, aproximadamente 100 individuos de cada
isofamilia foram criadas em bandejas plasticas de 16 células (Advento do Brasil, Sdo
Paulo, Brazil) contendo dieta artificial (1 lagarta/célula). Apds a obtencéo das pupas,
elas foram retiradas e acondicionadas separadamente por isofamilia em gaiolas
cilindricas de PVC (21 cm de altura x 14 cm de diametro), revestidas internamente
com papel do tipo sulfite e fechadas na parte superior com placas de petri para
acasalamento entre individuos da geracédo Fi. Cento e vinte e oito lagartas de 3°
instar de cada isolinha proveniente dos cruzamentos de F2 screen (geracdo F2)

foram submetidas a ensaios de tratamento superficial em dieta utilizando a dose
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discriminatoria definidos nos estudos de heranca para flubendiamide de 74 ug
i.a./cm?. Foram consideradas isolinhas positivas, as isolinhas que obtiveram
individuos F2 sobreviventes apds 96h, chegando até a fase de pupa. Foram
utilizadas um total de 31 populagdes amostradas nas safras de 2018/19, 2019/20 e
2020/21 (Tabela 2.2).

Os dados oriundos do monitoramento em F2 screen foram analisados pela
inferéncia Bayesiana (Brunk, 1975) para estimar a frequéncia do alelo resistente,
com um intervalo de confianca de 95%:

S +1

Bl =ov+ o

Sendo p frequéncia de alelos resistentes testadas, N o niumero de isolinhas
testadas e S o numero de isolinhas positivas. Nessa analise foi considerado o
modelo para fémeas e machos coletados antes do acasalamento (Andow; Alstad,
1998). Foi considerado para o modelo a hipétese de distribuicdo uniforme do alelo
de resisténcia na populacdo, acasalamento ao acaso e resisténcia monogénica. Os
IC 95% foram estimados utilizando a funcdo binom.bayes do pacote binom no
programa R 3.4.1 (R Core Team, 2020). As frequéncias agrupadas do alelo de
resisténcias nas populacdes de S. frugiperda entre as safras foram comparadas por
ANOVA unilateral e as médias comparadas por teste de Tukey’s post-hoc.

Tabela 2.2. Populagbes utilizadas para estimativa da frequéncia alélica (F2 Screen) do alelo que

confere resisténcia a flubendiamide em popula¢des de Spodoptera frugiperda amostradas durante as
safras de 2018/19, 2019/20 e 2020/21.

Cidade, UF Latitude Longitude Cultura Data de Coleta
22 Safra 2018/2019

Tasso Fragoso, MA 07°49'33,8" S 46°00'22,6" O Milho 25/04/2019
Luis Eduardo Magalhdes, BA 13°19'31,6"S  46°05'57,3" O Milho 15/02/2019
Campo Verde, MT 15°30'53,0” S 55°12'25,0" O Milho 22/03/2019
Lucas do Rio Verde, MT 12°48'15,0” S 56°25'40,0” O Milho 29/03/2019
Chapadéo do Sul, MS 18°42'52,6" S 52°36'23,5" O Milho 09/05/2019
Ponta Pora, MS 22°24'50,9" S 55°19'18,4" O Milho 09/05/2019
Rio Brilhante, MS 21°42'37,4” S 54°39'09,8” O Milho 15/05/2019
Rio Verde, GO 17°48'49,8"S  50°39'30,2"0  Milho 19/03/2019
Araguari, MG 18°40'23,9"S  48°09'27,1"0O  Milho 05/04/2019
Casa Branca, SP 21°50'03,8"S  46°5850,7" O Milho 14/05/2019
Campo Mouréo, PR 23°45'24,9*S  52°13'10,9°0  Milho 04/04/2019
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Cidade, UF Latitude Longitude Cultura Data de Coleta
Londrina, PR 22°55'35,5” S 50°54‘ 3,6“ O Milho 04/04/2019
22 Safra 2019/2020
Serra do Coceiral, BA 10°37'53,5" S  45°45'59,7"0  Milho 10/06/2020
Campo Verde, MT 15°38'25,7" S 55°14'44,9"0  Milho 30/04/2020
Lucas do Rio Verde, MT 13°17'24,5" S  55°38'50,9"0  Milho 27/04/2020
Maracaju, MS 22°09'32,5" S 54°38'42,5"0  Milho 15/05/2020
Ponta Pora, MS 22°27'08,0"S  55°20'33,0"0  Milho 20/05/2020
Formosa, GO 14°55'46,2" S 47°35'54,9"0  Milho 16/01/2020
Araguari, MG 23°45'24,9”S  48°09'27,17” 0  Milho 05/05/2020
Casa Branca, SP 21°48'18,1"S  47°10'57,0"0  Milho 03/06/2020
Campo Mouréo, PR 24°19'04,8” S 52°3523,770  Milho 06/03/2020
Londrina, PR 22°59'31,7"S  51°00'34,0"0  Milho 04/04/2020
22 Safra 2020/21
Balsas, MA 07°49'33,8” S 46°0022,6” O  Milho 14/05/2021
Campo Verde, MT 15°30°53,0” S 55°12'25,0° 0  Milho 25/05/2021
Lucas do Rio Verde, MT 12°48'15,0" S 56°25'40,0° 0  Milho 14/05/2021
Maracaju, MS 22°55'35,5” S 54°39'09,8” O  Milho 14/05/2021
Ponta Pora, MS 22°24’50,9”S  55°19'18,4” O  Milho 15/05/2021
Rio Verde, GO 17°48'49,8” S 50°39'30,2” O  Milho 28/05/2021
Araguari, MG 23°45'24,9”S  48°09'27,17” 0  Milho 12/11/2020
Campo Mouréo, PR 18°40'23,9”S  52°13'10,9° 0  Milho 14/06/2021
Londrina, PR 21°42°37,0"S  50°54°03,6” O  Milho 24/05/2021

2.2.4 Discriminacao alélica e mapeamento da frequéncia dos genodtipos
14790, M4790, K4790 associadas a resisténcia S. frugiperda a
diamidas no Brasil

Para os ensaios de discriminac¢éo alélica dos gendtipos 14790, M4790, K4790
associadas a resisténcia de S. frugiperda a diamidas foram analisadas amostras de
DNA de 10 a 20 individuos provenientes de populacées de campo utilizadas no
monitoramento fenotipico (Tabela 2.3) das safras 2018/19 a 2020/21, totalizando em
64 locais e 1182 individuos.

As mariposas provenientes das lagartas coletadas em campo (Fo) ainda vivas,
foram acondicionadas em ultrafeezer -80° C até extracdo de DNA. A extracdo de
DNA foi realizada utilizando a metodologia CTAB adaptada por Doyle & Doyle (1987)
e armazenados a -20°C até sua utilizagdo. A PCR guantitativa em tempo real (RT-
gPCR) foi realizada usando Tagman™ PCR Master Mix em um sistema Applied
Biosystems ViiA™7 Real-Time PCR (Applied Biosystems, cidade de Foster, CA). As
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reacdes foram realizadas usando 1 pyl de DNA 50 ng/ul, 5 yl Tagman™ PCR Master
Mix, 20 yM de cada primer (direto e reverso), 0,25 ul de sonda 10 ng/ul e agua livre
de nuclease até completar o volume final de 10 pyL da reacdo. As reacdes de
amplificagdo foram conduzidas a 95°C por 10 min (1x), seguidas por 50 ciclos a
95°C por 15s, 60°C por 90s.

Os iniciadores e sonda visando identificacdo dos genotipos 14790 e M4790
utilizados nos ensaios de fluorescéncia por Tagman™ foram obtidos no trabalho de
Boaventura et al. (2019), e a sonda utilizada para identificacdo do geno6tipo K4790 foi

desenvolvida nesse trabalho.

Tabela 2.3. Iniciadores e sondas utilizados nos ensaios de fluorescéncia por Tagman™ para
discriminacédo alélica da resisténcia de Spodoptera frugiperda a diamidas.

Iniciador Sequéncia

Sf.taq_4790_F 5'-ACGACGATGCACTAGAAG-3'

Sf.tagq_4790_R 5-CACCTTGAGATGATAGTACC-3'
S£.14790_sus_FAM 5-[FAMITGTCGCTCGCTATACTCATCG[BHQ1]-3'
St M4790 mut VIC 5-[6VICICTCGCTATGCTCATCGGGT[BHQ1]-3'
Sf. K4790 mut VIC 5 [6VICITGCTCGCTAAACTCATCGGGT[BHQ1]-3'

A frequéncia alélica dos gendtipos 14790, M4790 e K4790 foram calculadas
considerando o principio de Hardy-Weinberg (Phillip, 2010-2011) e analisadas

segundo o teste de qui-quadrado.

_ (2n.RR + n.RS)
" 2(n.RR + n.RS +n.SS)

Onde n corresponde ao namero de individuos testados e RR, RS e SS a
frequéncia de individuos com determinado genoétipo em cada populacao.

As médias da frequéncia alélica do gendtipo suscetivel 14790 de S. frugiperda
entre as safras foram comparadas por ANOVA unilateral e as médias comparadas

por teste de Tukey’s post-hoc.

2.3Resultados
2.3.1 Monitoramento fenotipico da suscetibilidade de populacdes de S.
frugiperda a flubendiamide
O monitoramento da suscetibilidade realizado com o inseticida flubendiamide
na 12 safra de 2018/19 apresentou mortalidade variando entre 100,00% (99,23 —
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100,00%) para a populacdo de Santo Angelo (RS) a 59,38% (54,93 — 63,70%) para
a populacdo de Luis Eduardo Magalhdes (BA) (Tabela 2.4). Na primeira safra de
milho do ano agricola de 2018/19, as populac¢des de S. frugiperda coletadas nos
Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand e Sao Paulo apresentaram
menores sobrevivéncia, indicando uma elevada suscetibilidade a flubendiamide. Em
contrapartida, regidées produtoras de sementes de milho como Araguari (MG) com
78,75% (74,91 — 82,22%) de mortalidade e regides produtoras de algoddo como
Cristalina, Santa Helena de Goias e Luis Eduardo Magalhdes apresentaram
menores controles. Durante a segunda safra a mortalidade das populacfes diminuiu
para a regido de Casa Branca (SP) apresentando 86,88% (83,61 — 89,66%) e
Toledo (PR) 75,79% (71,90 — 79,37%), mas se manteve-se estavel nas demais
regides (Tabela 2.4). As menores sobrevivéncias na segunda safra foram
observadas para as regides de Rio Verde (GO), Lucas do Rio Verde (MT) e Toledo
(PR) chegando a 75,79% de mortalidade. Na entressafra de 2018/19 ainda foi
observado uma menor mortalidade nas populagdes coletadas em Correntina (BA)
com 75,00% (70,97 — 78,71%), seguida das populacdes de Lucas do Rio Verde (MT)
com 84,79% (81,35 — 87,78%), Rio Verde (GO) com 86,46% (83,16 — 89,29%) e
Casa Branca (SP) apresentando elevada suscetibilidade com 97,71% (96,00 —
98,76%) (Tabela 2.4).

Tabela 2.4. Mortalidade de lagartas de 3° instar de populacfes de Spodoptera frugiperda amostradas

durantes as safras de 2018/19, 2019/20, 2020/21 submetidas a ensaios de ingestdo por aplicacdo
superficial na dieta de flubendiamide utilizando dose diagndstica (2,38 ug i.a./cm?).

Cidade, UF Numero de lagartas Mortalidade (%)
Testadas Mortalidade 2,38 ug i.a./cm? (IC 95%)
12 Safra 2018/19

Araguari, MG 480 378 78,75 (74,91 - 82,22)
Casa Branca, SP 480 470 97,92 (96,26 - 98,90)
Chapeco, SC 480 457 95,21 (92,97 - 96,83)
Cristalina, GO 480 406 84,58 (81,13 - 87,59)
Luis Eduardo Magalhdes, BA 480 285 59,38 (54,93 - 63,70)
Ponta Grossa, PR 504 492 97,62 (95,94 - 98,67)
Santa Helena de Goias, GO 480 380 79,17 (75,35 - 82,61)
Santo Angelo, RS 480 480 100,0 (99,23 - 100,0)
Selbach, RS 480 476 99,17 (97,91 - 99,70)
Toledo, PR 480 460 95,83 (93,71 - 97,33)

22 Safra 2018/19
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Numero de lagartas

Mortalidade (%)

Cidade, UF
Testadas Mortalidade 2,38 ug i.a./cm? (IC 95%)
Araguari, MG 480 460 95,83 (97,33 - 93,71)
Campo Mouréo, PR 480 462 96,25 (94,21 - 97,66)
Campo Verde, MT 480 436 90,83 (87,98 - 93,15)
Casa Branca, SP 480 417 86,88 (83,61 - 89,66)
Chapadéao do Sul, MS 552 526 95,29 (93,24 - 96,81)
Cristalina, GO 480 460 95,83 (93,71 - 97,33)
Dourados, MS 480 453 94,38 (92,00 - 96,16)
Lucas do Rio Verde, MT 480 365 76,04 (72,06 - 79,69)
Rio Verde, GO 480 367 76,46 (72,50 - 80,08)
Sapezal, MT 480 386 80,42 (76,67 - 83,77)
Toledo, PR 504 382 75,79 (71,90 - 79,37)
Entressafra 2018/2019
Casa Branca, SP 480 469 97,71 (96,00 - 98,76)
Correntina, BA 480 360 75,00 (70,97 - 78,71)
Lucas do Rio Verde, MT 480 407 84,79 (81,35 - 87,78)
Rio Verde, GO 480 415 86,46 (83,16 - 89,29)
12 Safra 2019/20
Chapeco, SC 480 474 98,75 (97,35 - 99,46)
Corbélia, PR 480 470 97,92 (96,26 - 98,90)
Coronel Barros, RS 96 95 98,96 (94,24 - 99,88)
Cristalina, GO 528 410 77,65 (73,94 - 81,04)
Pirassununga, SP 480 448 93,33 (90,80 - 95,29)
Santa Helena de Goias, GO 480 406 84,58 (81,13 - 87,59)
Selbach, RS 480 449 93,54 (91,04 - 95,46)
Tibagi, PR 456 416 91,23 (88,34 - 93,55)
Uberlandia, MG 480 471 98,13 (96,53 - 99,05)
22 Safra 2019/20

Campo Verde, MT 456 402 88,16 (84,93 - 90,87)
Casa Branca, SP 456 414 90,79 (87,84 - 93,17)
Cascavel, PR 480 475 98,96 (97,63 - 99,59)
Chapadéo do Sul, MS 480 465 96,88 (94,97 - 98,14)
Dourados, MS 480 472 98,33 (96,80 - 99,19)
Londrina, PR 480 475 98,96 (97,63 - 99,59)
Lucas do Rio Verde, MT 480 463 96,46 (94,46 - 97,82)
Mamboré, PR 480 480 100,0 (99,23 - 100,0)
Rio Verde, GO 456 447 98,03 (96,35 - 99,00)
Sapezal, MT 552 429 77,72 (74,10 - 81,03)

Entressafra 2019/20
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Cidade, UF Numero de lagartas Mortalidade (%)
Testadas Mortalidade 2,38 g i.a./cm? (IC 95%)
Campo Novo do Parecis, MT 480 451 93,96 (91,52 - 95,81)
Campo Verde, MT 480 447 93,13 (90,56 - 95,12)
Jaborandi, BA 480 345 71,88 (67,72 - 75,75)
Luis Eduardo Magalhdes, BA 480 368 76,67 (72,72 - 80,28)
Roda Velha, BA 480 213 44,38 (39,97 - 48,85)
12 Safra 2020/21
Araguari, MG 480 428 89,17 (86,12 - 91,70)
Casa Branca, SP 480 466 97,08 (95,22 - 98,30)
Cascavel, PR 480 479 99,79 (98,76 - 99,98)
Chapeco, SC 480 471 98,13 (96,53 - 99,05)
Cristalina, GO 480 410 85,42 (82,03 - 88,35)
Luis Eduardo Magalhdes, BA 480 224 46,67 (42,23 - 51,14)
Pirai do Sul, PR 480 480 100,0 (99,23 - 100,0)
Santa Helena de Goias, GO 432 415 96,06 (93,85 - 97,58)
Santo Angelo, RS 480 471 98,13 (96,53 - 99,05)
Selbach, SC 480 478 99,58 (98,50 - 99,91)
22 Safra 2020/21
Campo Mouréo, PR 480 449 93,54 (91,04 - 95,46)
Campo Verde, MT 480 319 66,46 (62,14 - 70,57)
Casa Branca, SP 480 460 95,83 (93,71 - 97,33)
Cascavel, PR 480 472 98,33 (96,80 - 99,19)
Chapadéao do Sul, MS 480 403 83,96 (80,46 - 87,02)
Dourados, MS 480 468 97,50 (95,74 - 98,61)
Londrina, PR 480 469 97,71 (96,00 - 98,76)
Lucas do Rio Verde, MT 480 431 89,79 (86,82 - 92,25)
Rio Verde, GO 480 374 77,92 (74,03 - 81,45)
Sapezal, MT 480 456 95,00 (92,73 - 96,67)
Entressafra 2020/21
Sao Desidério, BA 452 392 13,20 (10,30 - 16,55)

Na primeira safra de 2019/20, as populagbes amostradas apresentaram
elevada suscetibilidade ao inseticida flubendiamide na maioria das localidades
amostras (Tabela 2.4). As menores mortalidades foram observadas no Estado de
Goias, Cristalina (GO) com 77,65% (73,94 — 81,04%) e Santa Helena do Goias com
84,58% (81,13 - 87,59%), no entanto nao diferiram quanto aos resultados
observados em 2018/19 (Tabela 2.4, Figura 2.2). Para as demais localidades

amostradas a suscetibilidade observada foi alta, variando entre 98,96% (94,24 —
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99,88%) para Coronel Barros (RS) a 91,23% (88,34 — 93,55%) para Tibagi (PR). Nas
populacdes amostradas durante a segunda safra, a suscetibilidade manteve-se
elevada, com baixa sobrevivéncia para a maioria das populacdes. As maiores
sobrevivéncias foram observadas para as populacdes coletadas no Estado do Mato
Grosso, com mortalidade de 77,72% (74,10 — 81,03%) em Sapezal e 88,16% (84,93
—90,87%) em Campo Verde. No entanto, ao realizar amostragem de popula¢des na
entressafra de 2019/20, coletando populagbes de S, frugiperda na cultura do
algodao, observamos uma baixa mortalidade nas populagcbes coletadas na Bahia
com 44,38% (39,97 — 48,85%) de sobrevivéncia em Roda Velha, 71,88% (67,72 —
75,75%) em Jaborandi e 76,67% (72,72 — 80,28%) em Luis Eduardo Magalhaes
(Tabela 2.4).

Na primeira safra de 2020/21, as populacdes coletadas nos Estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Sao Paulo continuaram apresentando
elevada suscetibilidade ao inseticida flubendiamide, com sobrevivéncia de até 2,92%
em Casa Branca (SP) (Tabela 2.4). As menores mortalidades foram relatadas para
as regides de Araguari (MG) com 89,17% (86,12 — 91,70%), Cristalina (GO) com
85,42% (82,03 — 88,35%) e Luis Eduardo Magalhdes (BA) com 46,67% (42,23 —
51,14%). Na segunda safra, todas as populacbes amostradas no Estado do Parana
continuaram apresentando elevada suscetibilidade, com valores de mortalidade de
no minimo 93,54% (91,04 — 95,46%) para a populacdo de Campo Mourdo. As
menores mortalidades foram observadas para os Estados do Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso e Goias com sobrevivéncia variando entre 89,79% (86,82% - 92,25%)
em Lucas do Rio Verde, a 66,46% (62,14 — 70,57%) para Campo Verde (MT). Ja na
entressafra, a sobrevivéncia observada para a populacdo coletada em Sao Desidério
(BA) na cultura do algod&o apresentou baixa suscetibilidade, com 13,20% (10,30 —
16,55%) de mortalidade (Tabela 2.4).
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Figura 2.2. Monitoramento fenotipico de popula¢des de Spodoptera frugiperda amostradas durantes

as safras de 2018/19 (A), 2019/20 (B), 2020/21 (C) e um resumo da suscetibilidade de cada safra (D)

utilizando a dose diagnéstica de flubendiamide (2,38 ug i.a./cm?) em ensaios de aplicacdo superficial

em dieta.

Ao agruparmos as popula¢cdes de acordo com a safra agricola em que foram

0,18, gl

63, P = 0,8279), e que a suscetibilidade de S. frugiperda a flubendiamide vem se

amostradas, verificamos que ndo ha diferenca significativa entre elas (F

mantendo estavel ao longo dos anos (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Mortalidade das populagbes de Spodoptera frugiperda na dose diagnéstica de
flubendiamide (bioensaios de aplicacédo superficial na dieta 2,38 ug i.a. flubendiamide/cm?) em 70
populacdes, amostradas nas safras 2019 (2018/19), 2020 (2019/2020) e 2021 (2020/21).

2.3.2 Frequéncia de alelos associados a resisténcia de S. frugiperda a

flubendiamide

Um total de 1972 isolinhas provenientes de 31 populagcbes brasileiras de S.
frugiperda durante as safras de 2018/19, 2019/20 e 2020/21 foram coletadas nos
Estados da Bahia, Maranhdo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, S8o Paulo e Parana.

Na safra de 2018/19 foram testadas um total de 1044 isolinhas, sendo
observado 176 isolinhas positivas. Dentre as populacdes testadas, foi verificada uma
variacdo de 0,0119 (0,0015 - 0,0330) para Ponta Pora (MS) a 0,1023 (0,0729 —
0,1359) para Luis Eduardo Magalhdes (BA) . A maior frequéncia de alelo de
resisténcia na populacéo foi observada para Luis Eduardo Magalhées (BA), seguido
das populacdes de Rio Verde (GO), Campo Verde (MT), Rio Brilhante (MS), Araguari
(MG) e Londrina (PR), apresentando frequéncias variando entre 0,0482 (0,0279 —
0,0734) a 0,0577 (0,0328 — 0,0891). Em geral, a frequéncia do alelo que confere
referéncia a flubendiamide no Brasil foi de 0,0423 (0,0364 — 0,0486%) na safra de
2018/19 (Tabela 2.5).
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Tabela 2.5. Frequéncia estimada de alelos associados a resisténcia de Spodoptera frugiperda a
flubendiamide em populagdes coletadas no Brasil na safra 2018/19.

Safra 2018/19 No. Testados F.isolinhas | Frequéncia IC 95%
Locais F.isolinhas Lagartas| positivas alelo R

Casa Branca, SP 122 9985 5 0,0121 0,0045 - 0,0234
Luis Eduardo Magalhédes, BA 86 8801 35 0,1023 0,0729 - 0,1359
Rio Verde, GO 141 12758 27 0,0489 0,0328 - 0,0681
Campo Verde, MT 127 11713 24 0,0485 0,0317 - 0,0685
Lucas do Rio Verde, MT 102 8455 9 0,0240 0,0116 - 0,0408
Araguari, MG 64 6188 15 0,0606 0,0352 - 0,0924
Rio Brilhantes, MS 81 9074 15 0,0482 0,0279 - 0,0734
Campo Mouréo, PR 99 10307 15 0,0396 0,0228 - 0,0606
Londrina, PR 63 6514 14 0,0577 0,0328 - 0,0891
Tasso Fragoso, MA 91 9765 15 0,0430 0,0248 - 0,0658
Ponta Pora, MS 40 4138 1 0,0119 0,0015 - 0,0330
Chapadéao do Sul, MS 28 3562 1 0,0167 0,0021 - 0,0460
Brasil 1044 101260 176 0,0423 0,0364 - 0,0486

Em 2019/20 foram testadas um total de 459 isolinhas, sendo observado 60
isolinhas positivas. A populacdo que apresentou maior frequéncia do alelo que
confere resisténcia foi a populacao coletada no Estado de Sdo Paulo, no municipio
de Casa Branca (SP), com 0,1112 (0,0560 — 0,1766) de frequéncia e a populacéo
com menor frequéncia foi observada no Estado do Mato Grosso no municipio de
Lucas do Rio Verde (MT) com 0,0068 (0,0002 — 0,0249). Foi observada uma
diminuicdo significante na frequéncia do alelo de resisténcia para a regido de
Londrina apresentando 0,0070 (0,0002 - 0,0256) e Campo Mourdo (PR) 0,0098
(0,0027 — 0,0214) em comparacdo com a safra anterior (Tabela 2.6). Para as demais
localidades amostradas, ndo houve diferenca significativa na frequéncia do alelo de
resisténcia na populacdo. Pela andlise conjunta, a frequéncia do alelo resistente no
Brasil foi estatisticamente semelhante ao observado na safra passada, apresentando
uma frequéncia de 0,0275 (0,0206 - 0,0355) (Tabela 2.6).
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Tabela 2.6. Frequéncia estimada do alelo associado a resisténcia de Spodoptera frugiperda a
flubendiamide em popula¢des coletadas no Brasil na safra 2019/20.

Safra 2019/20 No. Testados Fsisolinhas | Frequéncia

Locais F.isolinhas Lagartas positivas alelo R IC 95%
Serra do Coceiral, BA 65 3884 17 0,0635 0,0376 - 0,0955
Campo Verde, MT 10 613 1 0,0210 0,0006 - 0,0759
Lucas do Rio Verde, MT 35 972 1 0,0068 0,0002 - 0,02492
Maracaju, MS 29 2034 6 0,0485 0,0182 - 0,0924
Ponta Pora, MS 105 5403 9 0,0211 0,0097 - 0,0366
Formosa, GO 56 3260 8 0,0345 0,0151 - 0,0615
Araguari, MG 2 144 1 0,0630 0,0018 - 0,0892
Casa Branca, SP 25 2485 12 0,1112 0,0599 - 0,1766
Campo Mouréo, PR 100 6763 4 0,0098 0,0027 - 0,0214
Londrina, PR 34 1663 1 0,0070 0,0002 - 0,0256
Brasil 461 27221 60 0,0275 0,0206 - 0,0355

O mesmo padréo foi observado no monitoramento genotipico da safra
2020/21, a qual apresentou uma frequéncia de 0,0375 (0,0272 — 0,0435) na analise
conjunta das populacbes (Tabela 2.7). As maiores frequéncias foram observadas
para Balsas (MA) com 0,0904 (0,0538 - 0,1352), seguido de Rio Verde com 0,0671
(0,0342 - 0,1099) e Lucas do Rio Verde com 0,0560 (0,0318 - 0,0864). Em
contrapartida, as menores frequéncias foram observadas para Ponta Pord (MS) com
0,0046 (0,0001 - 0,0171), Londrina com 0,00103 (0,0028 - 0,0225) e Araguari (MG)
com 0,0179 (0,0037 - 0,0427) (Tabela 2.7). Apenas a populacéo de Lucas do Rio
Verde apresentou aumento significativo na frequéncia do alelo na populacéo

amostrada em comparacao a safra anterior.
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Tabela 2.7. Frequéncia estimada de alelos associados a resisténcia de Spodoptera frugiperda a
flubendiamide em populac¢des coletadas no Brasil na safra 2020/21.

Safra 2020/21 No. Testados F.isolinhas | Frequéncia IC 95%
Locais F;isolinhas Lagartas positivas alelo R

Balsas, MA 45 3153 16 0,0904 0,0538 - 0,1352
Campo Verde, MT 43 3547 4 0,0278 0,0092 - 0,0562
Lucas do Rio Verde, MT 65 3066 14 0,0560 0,0318 - 0,0864
Maracaju, MS 50 3229 6 0,0337 0,0137 - 0,0620
Ponta Pora, MS 52 2315 0 0,0046 0,0001 - 0,0171
Rio Verde, GO 39 6971 10 0,0671 0,0342 - 0,1099
Araguari, MG 40 3187 2 0,0179 0,0037 - 0,0427
Campo Mouréo, PR 40 4885 4 0,0298 0,0098 - 0,0603
Londrina, PR 95 4574 3 0,0103 0,0028 - 0,0225
Brasil 469 34927 59 0,0375 0,0272 - 0,0435

Com base na analise dos resultados de cada safra, ndo foram observadas
alteracdes significativas na frequéncia do alelo associado a resisténcia de S.
frugiperda a flubendiamide nas populacdes amostradas (F = 0,10, gl = 30, P =
0,9056) (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Frequéncia estimada dos alelos associados a resisténcia de Spodoptera frugiperda a
flubendiamide utilizando a metolodologia de F2 screen. No total, 1044, 461 e 469 isolinhas foram
testadas nas safras de 2018/19, 2019/20 e 2020/21, respectivamente.




45

2.3.3 Discriminacéao alélica e mapeamento da frequéncia dos genétipos
14790, M4790, K4790 associadas a resisténcia S. frugiperda a
diamidas no Brasil

Na primeira safra de 2018/19 o gendtipo heterozigoto 4790 I/M foi
predominante nas populacfes amostradas e apresentou uma frequéncia de 24% na
populacao de Luis Eduardo Magalhdes (BA), 17% em Santa Helena de Goias (GO),
10% em Araguari e 5% em Casa Branca. Apenas a populacdo de Luis Eduardo
Magalhdes apresentou individuos homozigotos 4790 M/M na frequéncia de 5% de
ocorréncia. Na segunda safra foram observadas frequéncias de individuos
heterozigotos para a mutacdo 4790 I/M nas localidades de Rio Verde (GO), Lucas
do Rio Verde, Campo Verde e Sapezal (MT), Chapadao do Sul e Dourados (MS) e
Casa Branca (SP) com frequéncia variando entre 5% e 25% (Tabela 2.8). Ja na
entressafra, foi observado uma reducdo na frequéncia do alelo resistente nas
populacdes amostradas no Mato Grosso, apresentando apenas 5% de individuos
heterozigotos e uma estabilidade para a populagdo de Santa Helena de Goias (GO),
com uma frequéncia semelhante a observada para a populagcdo amostrada na
primeira safra. No entanto, para a populacdo amostrada em Correntina (BA), foi
observado a presenca dos genétipos 4790 I/K com 5% de frequéncia, 4790 I/M com
16% e 4790 M/M com 10% de frequéncia, apresentando um total de 31% de
frequéncia do alelo de resisténcia nos individuos amostrados (Tabela 2.8).

Em 2019/20, foi observado uma menor frequéncia do alelo resistente nas
populacdes amostradas durante a primeira safra, sendo observado a presenca de
heterozigotos em Uberlandia com 5% de frequéncia, Pirassununga (SP), Tibagi (PR)
com 10% cada e Luis Eduardo Magalhdes com 5% de individuos heterozigotos no
gendtipo 4790 I/K e 5% de individuos homozigotos para o gendtipo 4790 K/K
(Tabela 2.8). Na segunda safra, foi observado a presenca de 10% de heterozigotos
4790 I/M nas populacdes de Lucas do Rio Verde, 13% em Cascavel (PR) e 27% em
Casa Branca (SP). Ainda, em Casa Branca, foi observado a presenca de 7% de
individuos homozigotos 4790 M/M e 7% de individuos heterozigotos 4790 I/K. Nas
populacdes amostradas na entressafra, foi observado a mutacdo 14790M em todas
as populac¢des amostradas, variando entre 10% e 15% para individuos heterozigotos

e 5% a 10% de individuos homozigotos (Tabela 2.8).

A mesma tendéncia observada nas safras anteriores foi observada na

frequéncia alélica dos individuos amostrados durante a primeira safra de 2020/21,
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com trés populacbes apresentando o alelo de resisténcia, sendo observada a
presenca de heterozigotos 4790 I/M em Santa Helena de Goias (GO) e Araguari
(MG) com 5% de frequéncia, Luis Eduardo Magalhdes (BA) com 10% de individuos
heterozigotos e 10% de individuos homozigotos. A mutacédo 14790K foi observada
em heterozigose na populacdo de Casa Branca (5%) e Luis Eduardo Magalhaes
(10%). Na segunda safra foi observada a presenca da mutacdo 14790M nas
populacdes de Chapadéo do Sul (MS), Rio Verde (GO), Lucas do Rio Verde (MT),
Sapezal (MT), Campo Verde (MT), Cascavel (PR) e Luis Eduardo Magalhdes (BA)
(Tabela 2.8). Ja a mutacdo 14790K foi observada apenas na populacdo de Casa
Branca. Na populacdo de S&o Desidério amostrada na entressafra de 2020/21, foi
observada uma elevada frequéncia das muta¢cBes associadas a resisténcia de S.
frugiperda a flubendiamide com 26% de frequéncia do genétipo 4790 I/M, 20% 4790
M/M e 11% 4790 I/K (Tabela 2.8).
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Tabela 2.8. Frequéncia alélica dos genétipos 4790 I/I, 4790 I/M, 4790 I/K, 4790 M/M, 4790 K/K e 4790 M/K em populacbes de Spodoptera frugiperda coletadas na
safra de 2020/2021 por meio de ensaios de discriminacdo alélica Tagman™,

Ano Local Safra N | 47901/1 | 4790 1/M | 4790 M/M | 4790 M/K F |[x2final| p | 47901/1 | 4790 I/K | 4790 K/K | 4790 M/K F | x2final| p
2018/19 Selbach, RS 12 20| 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 1,00 | 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 1,00
2018/19 Santo Angelo, RS 12 18| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2018/19 Toledo, PR 12 19 90% 10% 0% 0% 0,05 0,05 0,82 90% 0% 0% 0% 0,00 0,19 0,66
2018/19 Ponta Grossa, PR 12 18| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2018/19 Cristalina, GO 12 8 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 1,00 | 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 1,00
2018/19 | Luis Eduardo Magalhdes, BA 12 17| 71% 24% 6% 0% 0,18 | 062 |043| 71% 0% 0% 0% 0,00 | 1,47 |0,23
2018/19 Chapeco, SC 12 16 | 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2018/19 | Santa Helena de Goias, GO 12 18| 83% 17% 0% 0% 008 | 015 |0,70| 83% 0% 0% 0% 0,00 | 050 |0/48
2018/19 Araguari, MG 12 10| 90% 10% 0% 0% 0,05| 0,03 |087| 90% 0% 0% 0% 0,00 | 0,10 |0,75
2018/19 Casa Branca, SP 12 19| 95% 5% 0% 0% 0,03 | 0,01 |091| 95% 0% 0% 0% 0,00 | 0,05 |0,83
2018/19 Toledo, PR 22 19| 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2018/19 Lucas do Rio Verde, MT 22 19| 85% 15% 0% 0% 008 | 012 |0,72| 85% 0% 0% 0% 0,00 | 043 |0,51
2018/19 Sapezal, MT 22 20| 85% 15% 0% 0% 008 | 013 |0,72| 85% 0% 0% 0% 0,00 | 0,45 | 0,50
2018/19 Campo Mouréo, PR 22 19| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2018/19 Londrina, PR 22 20| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00
2018/19 Chapadao do Sul, MS 22 20| 80% 20% 0% 0% 0,10 | 025 |0,62| 80% 0% 0% 0% 0,00 | 0,80 |0,37
2018/19 Dourados, MS 22 20| 75% 20% 5% 0% 0,15 093 |0,33| 75% 0% 0% 0% 0,00 | 1,25 | 0,26
2018/19 Casa Branca, SP 22 20| 75% 25% 0% 0% 0,13 | 041 |052| 75% 0% 0% 0% 0,00 | 1,25 | 0,26
2018/19 Campo Verde, MT 22 18| 94% 6% 0% 0% 0,03 | 0,01 |0,90 | 94% 0% 0% 0% 0,00 | 0,06 |0,81
2018/19 Rio Verde, GO 22 20| 80% 20% 0% 0% 0,10 | 025 |0,62| 80% 0% 0% 0% 0,00 | 0,80 |0,37
2018/19 Correntina, BA Entressafra | 19 | 68% 16% 10% 0% 0,19 | 353 |0,06| 68% 5% 0% 0% 0,04 | 1,38 |0,24
2018/19 | Santa Helena de Goias, GO | Entressafra | 17 82% 18% 0% 0% 0,09 | 0,16 0,69 82% 0% 0% 0% 0,00 | 0,53 | 0,47
2018/19 Lucas do Rio Verde, MT Entressafra | 20 | 95% 5% 0% 0% 0,03 | 001 |091| 95% 0% 0% 0% 0,00 | 0,05 |0,82
2018/19 Chapadao do Sul, MS Entressafra | 20 | 95% 5% 0% 0% 0,03 0,01 |091| 95% 0% 0% 0% 0,00 | 0,05 |0,82
2019/20 Santo Angelo, RS 12 20| 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2019/20 Selbach, RS 12 20| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2019/20 Pirassununga, SP 12 20| 95% 5% 0% 0% 003 | 0,01 |091| 95% 0% 0% 0% 0,00 | 0,05 |0,82
2019/20 Tibagi, PR 12 20| 90% 10% 0% 0% 0,05| 0,06 |081| 90% 0% 0% 0% 0,00 | 0,20 | 0,65
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Ano Local Safra N | 47901/1 | 4790 1/M | 4790 M/M | 4790 M/K F [x2final | p | 47901/1 | 4790 I/K | 4790 K/K | 4790 M/K F | x2final| p
2019/20 Cascavel, PR 12 21| 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 1,00 | 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 1,00
2019/20 Chapeco, SC 12 6 | 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2019/20 Cristalina, GO 12 10 | 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 1,00 | 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 1,00
2019/20 Uberlandia, MG 12 20| 95% 5% 0% 0% 0,03 0,01 |091| 95% 0% 0% 0% 0,00 | 0,05 |0,82
2019/20 | Luis Eduardo Magalhdes, BA 12 21 90% 0% 0% 0% 0,00 0,21 0,65 90% 5% 5% 0% 0,08 8,59 0,00
2019/20 Lucas do Rio Verde, MT 22 20| 90% 10% 0% 0% 0,05| 0,06 |081| 90% 0% 0% 0% 0,00 | 0,20 | 0,65
2019/20 Campo Verde, MT 22 19 | 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 1,00 | 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 1,00
2019/20 Casa Branca, SP 22 15| 60% 27% 7% 0% 0,21 | 037 |054| 60% 7% 0% 0% 0,05 1,69 |0,19
2019/20 Sapezal, MT 2a 17 | 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2019/20 Londrina, PR 22 20| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2019/20 Cascavel, PR 2a 8 75% 13% 13% 0% 0,19| 2,78 | 010 | 75% 0% 0% 0% 0,00 | 050 |0/48
2019/20 Chapadao do Sul, MS 22 21| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2019/20 | Campo Novo do Parecis, MT | Entressafra | 20 75% 15% 10% 0% 0,18 | 4,62 0,03 75% 0% 0% 0% 0,00 1,25 | 0,26
2019/20 Barreiras, BA Entressafra | 19 84% 11% 5% 0% 0,11| 3,70 | 0,05 84% 0% 0% 0% 0,00 | 047 |0,49
2019/20 Campo Verde, MT Entressafra | 21| 90% 10% 0% 0% 005| 0,05 |082| 90% 0% 0% 0% 0,00 | 0,19 | 0,66
2019/20 Jaborandi, BA Entressafra | 14 | 86% 14% 0% 0% 0,07 | 0,08 |0,77| 86% 0% 0% 0% 0,00 | 0,29 | 0,59
2020/21 Selbach, RS 12 20| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2020/21 Santo Angelo, RS 12 18| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2020/21 Casa Branca, SP 12 20| 95% 0% 0% 0% 0,00 005 |082| 95% 5% 0% 0% 0,03| 0,01 |09
2020/21 | Santa Helena de Goias, GO 12 20| 95% 5% 0% 0% 0,03 0,01 |091| 95% 0% 0% 0% 0,00 | 0,05 |0,82
2020/21 Ponta Grossa, PR 12 20| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2020/21 Cascavel, PR 12 20| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2020/21 Chapeco, SC 12 20| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2020/21 Araguari, MG 12 20| 90% 5% 5% 0% 0,08 | 818 |0,00| 90% 0% 0% 0% 0,00 | 0,20 | 0,65
2020/21 | Luis Eduardo Magalhdes, BA 12 20| 70% 10% 10% 0% 0,17 | 6,03 |0,01| 70% 10% 0% 0% 0,06 | 0,86 |0,35
2020/21 Chapadao do Sul, MS 22 20| 90% 0% 10% 0% 0,10 | 20,00 | 0,00 | 90% 0% 0% 0% 0,00 | 0,20 | 0,65
2020/21 Dourados, MS 22 20| 100% 0% 0% 0% 0,00 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2020/21 Campo Mouréo, PR 22 20| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 |1,00| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2020/21 Rio Verde, GO 22 20| 85% 10% 5% 0% 0,10 | 395 |0,05| 85% 0% 0% 0% 0,00 | 0,45 | 0,50
2020/21 Casa Branca, SP 22 20| 90% 0% 0% 0% 0,00 0,20 |0,65| 90% 10% 0% 0% 0,05| 0,06 |0,81
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Ano

Local

Safra

4790 Il

4790 I'M

4790 M/M

4790 M/K

F | x2final| p 4790 I/l | 4790 I/K | 4790 K/K | 4790 M/K F | x2final| p
2020/21 Lucas do Rio Verde, MT 22 20 80% 15% 5% 0% 0,13 | 1,98 | 0,16 80% 0% 0% 0% 0,00 0,80 | 0,37
2020/21 Sapezal, MT 22 20 90% 5% 5% 0% 0,08 | 8,18 | 0,00 90% 0% 0% 0% 0,00 | 0,20 | 0,65
2020/21 Campo Verde, MT 22 20 80% 5% 10% 0% 0,13 | 10,74 | 0,00 80% 0% 5% 0% 0,06 | 245 | 0,12
2020/21 Cascavel, PR 22 20 95% 5% 0% 0% 0,03| 0,01 |091 95% 0% 0% 0% 0,00 | 0,05 |0,82
2020/21 Londrina, PR 22 19| 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 1,00 | 100% 0% 0% 0% 0,00 | 0,00 | 1,00
2020/21 Sé&o Desidério, BA Entressafra | 19 42% 26% 20% 0% 038 | 223 |03 42% 11% 0% 0% 0,10 | 4,33 | 0,04
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Em geral, a mutacdo 1490M apresentou maior ocorréncia nas populacoes
amostradas, sendo identificada em 16 das 24 populacdes amostradas da safra de
2018/19, em 10 das 20 populagdes da safra 2019/20 e 9 das 20 populacdes da safra
2020/21 (Figura 2.5).

Ja a mutacdo 14790K foi observada somente em populacdes coletadas no
Estado da Bahia e Sao Paulo (Figura 2.5), sendo observada com maior estabilidade
nas regides de Casa Branca, Correntina, Sdo Desidério e Luis Eduardo Magalhées,
com ocorréncia tanto nas populacées da primeira, quanto da segunda safra dos
anos agricolas 2019/20 e 2020/21.
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Figura 2.5. Frequéncia alélica dos genétipos 4790 I/1, 4790 I/M, 4790 I/K, 4790 M/M, 4790 K/K e 4790
M/K identificadas por Tagman™ em populacdes de Spodoptera frugiperda coletadas em diferentes
regides produtoras nas safras 2018/19 (2019) e 2019/20 (2020) e 2020/21 (2021).
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A analise conjunta da frequéncia do alelo suscetivel nas populacfes
amostradas nao apresentaram diferencas significativas entre as safras (F = 0,08, gl
=63, P =0,9262) (Figura 2.6).

Frequéncia alélica 14790%
D
(@]
|

0- n=24 n=20 n=20

1 1 1
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Figura 2.6. Frequéncia do alelo 14790 (suscetivel) no receptor de rianodina em 64 populacdes de
Spodoptera frugiperda amostradas nas safras 2019 (2018/19), 2020 (2019/2020) e 2021 (2020/21).

Os dados obtidos nos monitoramentos fenotipicos e frequéncia alélica
apresentaram uma correlacdo significativa (R = 0,870, P < 0,0001), indicando a
genotipagem por Tagman™ como uma ferramenta pratica e rapida na estimativa da

frequéncia de resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Regresséao linear entre os resultados de mortalidade dos bioensaios de monitoramento
fenotipico (aplicacdo superficial na dieta, 2,38 ug a.i./cm?) e frequéncia do alelo suscetivel (SS)
identificado por Tagman™ apresentaram correlagao significativa (F = 188, gl = 1, 60, P < 0.0001).

2.4 Discusséo

No presente estudo ndo foram observadas mudancas significativas na
suscetibilidade de S. frugiperda a flubendiamide nas populagdes amostradas durante
as safras agricolas de 2018/19 a 2020/21. Foi constatada uma alteracao inicial da
frequéncia do alelo em relacdo aos monitoramentos fenotipicos realizados no Brasil
nas safras de 2011/12 a 2013/14 (Ribeiro, 2014) e 2015/16 a 2017/18 (Bolzan,
2019), principalmente em regides produtoras de algodao (BA, MT) e regibes com
historico de producdo de sementes de milho (Casa Branca, SP). Entretanto, o
monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda a flubendiamide realizado nesse
estudo, indica uma estabilidade da frequéncia de resisténcia, a qual ndo apresentou
aumento significativo durante as safras de 2018/19 a 2020/21. A frequéncia média
do alelo associado a resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide observada nos
ensaios de F2 screen corrobora com essa afirmativa apresentando frequéncia
variando entre 0,0275 (0,0206 - 0,0355) a 0,0423 (0,0364 - 0,0486) nao
apresentando diferenga significativa entre as safras amostradas.

O principal mecanismo de resisténcia de pragas a diamidas foi devido a
mutacdes na regido terminal-C de Il a VI do dominio intramembranar do RyR
(Richardson et al.,, 2020). Nesse estudo foi detectado a presenca de duas
substituicbes de aminoacidos em linhagens de S. frugiperda, BA-R e TF-R (vide

capitulo 3), no RyR posicao 14790 (baseado no genoma de P. xylostella) e associado
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a resisténcia a diamidas. A primeira, 14790M, previamente descrito em P. xylostella
(Guo et al., 2014; Jouraku et al., 2020), T. absoluta (Roditakis et. al. 2017), S. exigua
(Zuo et al., 2020) e S. frugiperda (Boaventura et al., 2020). A segunda, 14790K,
descrita mais recentemente em P. xylostella (Jouraku et al., 2020; Jiang et al., 2021).
A identificacdo da mutacdo 14790K é de extrema importancia, uma vez que
apresentou elevados niveis de resisténcia em P. xylostella e elevada resisténcia
cruzada para diamidas do &cido ftalico e antranilicas, superior ao observado em
linhagens contendo a mutacgéo 14790M (Jiang et al., 2021). Por meio de ensaios de
genotipagem utilizando discriminacdo alélica por TAQMAN™ foi detectada pela
primeira vez a ocorréncia das mutacdes 14790M e 14790K em varias populacfes de
S. frugiperda no Brasil. Ensaios similares baseados em genotipagem por
TAQMAN™ foram conduzidos em populacbes de S. frugiperda amostradas em
diferentes continentes, mas nao conseguiram identificar tais mutacdes (Boaventura
et al., 2020). Outros dois estudos utilizando sequenciamento do genoma completo
de populacbes de S. frugiperda de diferentes paises também ndo conseguiram
detectar a presenca de mutacdes no RyR nas regides 14790 e G4946 (Guan et al.,
2021; Yainna et al., 2021).

Os ensaios de genotipagem desenvolvidos nesse estudo revelaram que a
mutacdo 14790M esta presente em populacdes de S. frugiperda de diversos Estados
Brasileiros, com excecdo do Estado do Rio Grande do Sul, local em que as
condi¢cdes climaticas permitem apenas o plantio de uma safra de milho. Em
contraste, a mutacéo 14790K esta presente em poucas localidades e esta associada
a locais de elevada pressédo de selecdo como os Estados da Bahia, Mato Grosso, e
Séao Paulo, especificamente em regides produtoras de soja/algodéo e produtoras de
sementes de milho, possuindo pelo menos duas safras agricolas por ano (Conab,
2021).

A baixa frequéncia da mutagéo 14790K e o elevado custo adaptativo associado a
resisténcia de S. frugiperda a diamidas associado a mutacédo 14790M (Padovez et
al., 2022) sugerem risco moderado da evolucéo de resisténcia de S. frugiperda a
diamidas. Além disso, a reducéo significativa no nimero de aplicacfes de inseticidas
para manejo de lepidopteros pragas nas culturas da soja e algodao, além da maior
adocao de inseticidas de diferentes modos de acédo nas culturas do milho, soja e
algodao (BIP Spark 2015 - 2021, Farmtrack Distribution 2018 - 2021) contribuem

para a manutencdo de individuos suscetiveis a diamidas na populacédo. A area total
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tratada com inseticidas do grupo das diamidas para lepidopteros diminuiu de 26,16%
em 2016 para 19,83% em 2021, em contraste, inseticidas do grupo das espinosinas,
avermectinas e desaclopladores da fosforilagdo oxidativa aumentaram em 32,27%
(BIP Spark 2015 - 2021, Farmtrack Distribution 2018 - 2021).

Os resultados observados nos monitoramentos fenotipicos e genotipicos refletem
variagcbes geograficas e temporais na suscetibilidade de S. frugiperda a
flubendiamide. Todos os métodos utilizados reforcam a necessidade de
implementacdo de estratégias de manejo integrado de pragas a nivel regional, a fim
de se retardar a evolucdo de resisténcia a inseticidas do grupo das diamidas,
especialmente nos Estados da Bahia, Goids e Mato Grosso. As diamidas
continuardo sendo uma importante ferramenta para o manejo de lepidépteros pragas
globalmente, sendo assim, a implementacdo de estratégias de manejo de resisténcia
eficientes € essencial para garantir a sustentabilidade dos produtos atuais e futuros
(Teixeira et al., 2013). Ainda, a continuidade do monitoramento da suscetibilidade
das populacbes de S. frugiperda a diamidas € essencial para suportar e avaliar a
eficiéncia das estratégias de manejo atualmente adotadas.

2.5 Conclusdes

e A frequéncia de resisténcia a flubendiamide varia de acordo com a safra e a
regido de amostragem das populacdes de S. frugiperda;

e As frequéncias fenotipicas e genotipicas de resisténcia a flubendiamide séo
maiores em populacdes de S. frugiperda amostradas na Bahia, Goias e Mato
Grosso;

e Ha uma predominancia da mutacao 14790M nas populacdes de S. frugiperda
do Brasil, sendo possivel identificar a presenca da mutacdo 14790K apenas

nas populagdes da Bahia, Mato Grosso e S&o Paulo.
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3 CARACTERIZACAO DO PADRAO DE HERANCA DA RESISTENCIA DE
Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) A
FLUBENDIAMIDE: PADRAO DE HERANCA E RESISTENCIA CRUZADA A
OUTRAS DIAMIDAS

Resumo

O entendimento das bases genéticas associadas a resisténcia é de fundamental
importancia para a implementacdo de estratégias efetivas de manejo da resisténcia
a inseticidas (MRI). Nesse estudo, foram realizadas a caracterizacdo das bases
genéticas da resisténcia a flubendiamide em Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) e
resisténcia cruzada a outras diamidas. A partir da selecdo de duas linhagens
resistentes, sendo uma populacéo proveniente de Sdo Desidério-BA (BA-R) e outra
de Tasso Fragoso-MA (TR-R). As razfes de resisténcia das linhagens BA-R e TR-R
foram >4500 vezes para ambas as linhagens. A partir dos cruzamentos reciprocos
entre as linhagens suscetivel e resistentes, verificou-se que a resisténcia de S.
frugiperda a flubendiamide é autossdémica e incompletamente recessiva para ambas
as linhagens. Os retrocruzamentos da progénie F1 dos cruzamentos reciprocos com
0 parental resistente demonstraram carater monogénico para as duas linhagens. O
sequenciamento da regido Il a VI da regido C-terminal do receptor de rianodina
identificou a presencga das mutagdes 14790M/K nas duas linhagens resistentes. Para
entender a avaliacdo da dominancia funcional, plantas de milho foram tratadas com
flubendiamide na dose recomendada e expostas a lagartas resistentes,
heterozigotas e suscetiveis. Houve mortalidade de < 30% para as lagartas das
linhagens resistentes, > 80% para as linhagens heterozigotas e 100% de
mortalidade para a linhagem suscetivel, confirmando a resisténcia incompletamente
recessiva. Foi verificada elevada resisténcia cruzada entre flubendiamide e diamidas
antranilicas (clorantraniliprole, ciantraniliprole). Esses resultados fornecem subsidios
importantes para compreender a evolucdo da resisténcia de S. frugiperda a
flubendiamide e auxiliar na implementagcéo de programas de manejo de resisténcia
visando preservar a vida util de diamidas no controle de S. frugiperda.

Palavras-chave: Spodoptera frugiperda, Flubendiamide, Heranca da resisténcia,
Resisténcia cruzada, Mutacao no sitio de acdo, Receptor de rianodina.

Abstract

The understanding of insecticide resistance genetic basis it is extremely important for
an effective implementation of insecticide resistance management (IRM) strategies.
In this study, we characterize the inheritance of Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
resistance to flubendiamide and cross-resistance to other diamides. Two
flubendiamide-resistant strains were selected, being one from a population collected
in Sado Desidério, Bahia State (BA-R) and another from Tasso Fragoso, Maranhao
State (TF-R). The resistance ratios of BA-R and TF-R were >4,500-fold for both

Parte deste capitulo foi publicado na revista Insects. Referéncia: Daniela M. Okuma, Ana Cuenca,
Ralf Nauen, Celso Omoto. Large-scale monitoring of the frequency of ryanodine receptor target-site
mutations conferring diamide resistance in Brazilian field populations of fall armyworm, Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). Insects. DOI: 10.3390/insects13070626
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strains. The estimated CLso values from reciprocal crosses between susceptible and
resistant strains indicated that resistance is autosomal and (incompletely) recessive
in both strains. F1 progeny backcrosses with the resistant parental presented a
monogenic resistance for both strains. The sequencing of region Il to VI of ryanodine
receptor C-terminal identified the presence of 14790M/K target-site mutation in both
resistant strains. To understand the functional dominance, maize plants were treated
with flubendiamide at field rates and exposed to resistant, heterozygous and
susceptible larvae. There was a high survivorship for the resistant strains ith more
than >70% survivorship, 20% survivorship for heterozygous and a 100% mortality for
susceptible strains, confirming the incomplete recessive trait. We also verify a high
cross-resistance among flubendiamide and anthranilic diamides (chlorantraniliprole
and cyantraniliprole). These results provide important information to understand
flubendiamide resistance evolution in S. frugiperda and support the implementation
of effective insecticide resistance management programs to preserve the efficacy of
diamides for S. frugiperda control.

Keywords: Spodoptera frugiperda, Flubendiamide, Inheritance, Cross-resistance,
Target-site mutation, Ryanodine receptor.

3.1 Introducéao

A agricultura tropical do Brasil permite producédo de diversas culturas ao longo
do ano, as quais muitas sdo hospedeiras de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), permitindo varias geraces no ciclo e, consequentemente,
expondo essas populacdes a uma elevada presséo de selecdo a inseticidas. Fatores
como a pressao de selecéo, resisténcia cruzada e fatores genéticos associados a
resisténcia sdo os principais determinantes na taxa de aumento da frequéncia de
resisténcia nas proximas geracdes, sendo essenciais para a melhor compreensao
da evolucdo da resisténcia e, posterior elaboracao e refinamento de estratégias de
manejo da resisténcia (Roush; Daly 1990; Tabashnik, 1991). Essas informacfes
podem ser exploradas a partir da caracterizagédo do padrdo de heranca, estudos de
resisténcia cruzada, frequéncia inicial de alelos da resisténcia em populacdes de
campo e modelos de simulagéo de evolugéo da resisténcia (Roush; McKenzie, 1987,
Roush; Daly 1990, Tabashnik, 1991). Estudos de padrdo de heranca permitem
verificar se a caracteristica de resisténcia estad associada a Cromossomos
autossOmicos, sexuais ou de origem mitocondrial. A maioria dos casos de
resisténcia de S. frugiperda a inseticidas relatam o carater autossémico, como
demonstrado nos estudos de heranca da resisténcia a lambda-cialotrina (Diez-
Rodriguez; Omoto, 2001), lufenurom (Nascimento et al., 2016), espinosinas (Okuma
et al., 2018; Lira et al., 2020) e clorantraniliprole (Bolzan et al., 2019). Além disso, 0

grau de dominancia da resisténcia fornece uma importante informacdo para a
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elaboracdo de estratégias de manejo de resisténcia, pois se refere a resposta
fenotipica em funcdo da dose aplicada, em que altas doses de inseticida podem
fazer com que a resisténcia seja funcionalmente recessiva e uma baixa dose pode
torna-la funcionalmente dominante (Ford, 1975). Linhagens de Plutella xylostella L.
(Lepidoptera: Plutellidae), Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae) e S.
frugiperda resistentes a diamidas apresentaram heranca autossdmica, além da
caracteristica de dominéncia incompletamente recessiva (Steinbach et al., 2015;
Silva et al., 2018; Bolzan et al., 2019). Estudos envolvendo uma linhagem de
Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) geneticamente modificada
apresentando a mutacdo G4946E, comprovaram que, uma vez associada a essa
mutacdo, a heranca da resisténcia a flubendiamide foi completamente recessiva
(Zuo et al., 2017).

Os inseticidas do grupo das diamidas agem seletivamente nos receptores de
rianodina (RyR), localizados na membrana do reticulo sarcoplasmatico de tecidos
musculares dos insetos. Estes canais tém como funcao a regulacdo homeostatica de
calcio presente nos estoques intracelulares, levando a uma rapida paralizacdo das
contracdes musculares, cessacao da alimentacdo e consequentemente morte do
inseto (Nauen, 2006; Sattelle; Cordova & Cheek, 2008). Até o momento, existem
dois quimiotipos no mercado, as diamidas do acido ftalico (flubendiamide) (Tonishi et
al., 2005) e as diamidas antranilicas (clorantraniliprole e ciantraniliprole) (Cordova et
al., 2006; Lahm et al. 2005; Lahm et al., 2007), os quais ativam os RyRs dos insetos
pela ligacdo em um sitio comum no terminal-C do dominio intramembranar, levando
a uma liberacdo desordenada de célcio no citosol (Kato et al, 2009; Ma et al., 2020;
Qietal., 2014).

O primeiro caso de resisténcia a diamidas foi reportado para P. xylostella
(Troczka et al., 2012; Ribeiro et al., 2014) seguida por pelo menos nove casos de
resisténcia reportados a lepidopteros pragas (Richardson et al., 2020), incluindo S.
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (Bolzan et al., 2019), sendo o
principal mecanismo de resisténcia de pragas a diamidas associado a mutagcfes
especificas no RyR. As muta¢Bes nas posicdes G4946E e 14790M (baseado no
genoma de P. xylostella) foram primeiramente descritas em populagbes de P.
xylostella amostradas em Filipinas, Tailandia e China (Troczka et al., 2012; Guo et
al., 2014), posteriormente foram relatados casos na india, Taiwan, Estados Unidos

da América, Japao e Coreia (Steinbach et al., 2015).
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Em um segundo momento, muta¢des similares no RyR nas posic¢des 14790 e
G4946 foram descritos para Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae)
(Roditakis et al., 2017), Chilo suppressalis (Walker) (Lepidoptera: Pyralidae) (Sun et
al., 2018; Yao et al., 2017), e Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae)
(Kim et al., 2021; Zuo et al., 2020). Mutacdes no RyR nas posicoes 14790 e G4946
possuem impactos diferentes na ligagdo das diamidas, consequentemente
apresentando diferentes razdes de resisténcia (RR) cruzada. O impacto da mutagéo
G4946E/V foi funcionalmente validado por ensaios de ligagdes utilizando
radioligantes (Steinbach et al., 2015), apresentando uma RR >450-vezes para
flubendiamide e >159-vezes para clorantraniliprole e por edicdo génica utilizando
CRISPR/Cas9 em S. exigua (Zuo et al., 2017) apresentando RR de 223-vezes, 336-
vezes e >1000-vezes para clorantraniliprole, ciantraniliprole e flubendiamide.
Maiores RR cruzada foram associadas a mutacéo 14790M em linhagens resistentes
de S. frugiperda apresentando RR >22-vezes para clorantraniliprole e >5400-vezes
para flubendiamide (Boaventura et al., 2020) e seu impacto também validado por
edicdo génica utilizando CRISPR/Cas9 em Drosophila melanogaster (Meigen)
(Diptera: Drosophilidae) (Douris et al., 2017) e por expressdo de receptores
mutantes em células recombinantes de insetos (Richardson et al., 2021). O
desenvolvimento de resisténcia por mutacdes especificas no RyR devido a sua
elevada resisténcia cruzada é a maior ameaca para a sustentabilidade de todo o
grupo quimico.

O melhor entendimento das bases genéticas da resisténcia de S. frugiperda a
flubendiamide pode auxiliar na implementacao efetiva de programas de manejo da
resisténcia. Sendo assim, no presente estudo foi realizada a selecdo de duas
linhagens distintas de S. frugiderda resistente a flubendiamide em condi¢bes de
laboratoério para caracterizar o padrdo de heranca, verificar as mutacdes envolvidas

e avaliar resisténcia cruzada a diamidas antranilicas.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Seleg¢do das linhagens de Spodoptera frugiperda resistentes a
flubendiamide
A linhagem resistente de S. frugiperda a flubendiamide (Belt®) (480 g a.i./l)
BA-R foi obtida a partir de uma populacédo de campo coletada em cultivos de milho
em Sao Desidério - BA (13° 15' 51,70" S, 46° 08' 45,82" L), durante a safra
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2017/2018. A linhagem TF-R foi obtida em Tasso Fragoso - MA (7° 49' 33.8" S, 46°
00' 22.6" L), durante a safra 2018/2019 (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Linhagens resistentes de Spodoptera frugiperda a diamidas selecionadas pela
metodologia de F2 screen.

Cadigo ga Municipio Cultura Latitude Longitude Data de
populacéao coleta
BA-R Sao Desidério - BA Milho 13°15'51,70"S 46°08'45,82"L  Dez/17
TF-R Tasso Fragoso - MA Milho 7°49'33.8" S 46° 00' 22.6" L Abr/19

Foram coletadas aproximadamente 1000 lagartas de cada localidade e
enviadas ao laboratorio de Manejo de Resisténcia FHI — Bayer S.A./Paulinia onde
foram selecionadas pela técnica de F2 screen (Andow; Alstad,1998). As lagartas
coletadas no campo foram mantidas em dieta artificial até a fase de pupa.
Posteriormente, as pupas foram separadas por sexo e individualizadas em copos
plasticos (25 mL) invertidos sobre um papel filtro umedecido permanecendo até a
emergéncia dos adultos.

Apl6s a emergéncia, os adultos virgens foram separados em casais e
acondicionados em gaiolas confeccionadas com copos plasticos transparentes (500
mL) (um casal por gaiola). Foi oferecida como alimentacdo dos adultos uma solucao
de mel em agua a 10% embebida em algodé&o hidroéfilo. A cada 2 dias as posturas
foram retiradas e as gaiolas substituidas. Cada casal representou uma isofamilia e
sua descendéncia foi criada separadamente das demais. Os ovos obtidos de cada
isofamilia foram acondicionados em recipientes plasticos (100 mL) com um papel
filtro umedecido (1 x 1 cm) para a manutencdo da umidade e mantidos em sala
climatizada a 25 + 1°C, umidade relativa 60 + 10% e fotofase de 12 h. Ap6s a
eclosdo das lagartas, aproximadamente 100 individuos de cada isofamilia foram
criadas em bandejas plasticas de 16 células (Advento do Brasil, Sdo Paulo, Brazil)
contendo dieta artificial (1 lagarta/célula). Apos a obtencdo das pupas, as mesmas
foram retiradas e acondicionadas separadamente por isofamilia em gaiolas
cilindricas de PVC (21 cm de altura x 14 cm de diametro), revestidas internamente
com papel do tipo sulfite e fechadas na parte superior com placas de petri para
acasalamento entre individuos da geracao Fi.

Cento e vinte e oito lagartas de terceiro instar provenientes do cruzamento

dos adultos em Fi (geracdo F2) de cada familia foram individualizadas e expostas a
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74 ug i.a./cm?de flubendiamide (Belt®, 480 g flubendiamide/L, Bayer S.A.) aplicado
na superficie da dieta artificial. Aos quatro dias, as lagartas sobreviventes foram
transferidas para recipientes plasticos contendo apenas dieta artificial, onde
permaneceram até a fase de pupa.

A avaliacao foi realizada apos 4 dias e a frequéncia do alelo de resisténcia foi

estimada pela equacdo de Andow & Alstad (1998):

_(S+1)
Elq] = 4(n+2)

Em que: E [q] = frequéncia esperada do alelo de resisténcia; S = numero de
isolinhas positivas; n = numero de isolinhas testadas.

As linhagens selecionadas foram mantidas sob pressao de selecéo utilizando
flubendiamide na dose de 132,16 ug i.a./cm?.

Como linhagem suscetivel de referéncia foi utilizada a linhagem “Sus”, obtida
junto a Embrapa Milho e Sorgo (Sete lagoas, MG, Brasil) no ano de 1996, sendo

mantida sem pressao de sele¢éo por inseticidas ou proteinas Bt.

3.2.2 Caracterizacao da heranca da resisténcia de diferentes linhagens

associada aresisténcia de S. frugiperda a flubendiamide

A caracterizacdo da resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide foi realizada
pela obtencdo da curva de concentracdo-resposta para as linhagens suscetivel
(Sus) e resistentes a flubendiamide (BA-R; TF-R) por meio de bioensaios de
tratamento superficial da dieta. Foram utilizadas de oito a doze concentragdes
espacadas logaritmicamente de flubendiamide (Belt®) (480 g a.i./L) diluidas em
adgua destilada e surfactante Triton® na concentracdo de 0,1%. Como tratamento
testemunha foi utilizado dgua destilada e o surfactante Triton® na concentracédo de
0,1%.

Nas células contendo os tratamentos foram individualizadas lagartas de
terceiro instar de S. frugiperda que permaneceram se alimentando do substrato
tratado por um periodo de 96 horas, em camara climatizada “BOD”, a 25 + 2°C de
temperatura e 12h de fotofase. ApOs quatro dias de exposicdo aos produtos, foi
avaliada a mortalidade de S. frugiperda, sendo consideradas mortas as lagartas que

ndo apresentaram movimentos coordenados quando tocadas com uma pin¢a apos 4
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dias. Os dados de mortalidade das linhagens foram submetidos a analise de Probit
por meio do software POLO PLUS (Leora Software). A partir das curvas, foi
estimada a concentracao letal 50 (CLso), 0s respectivos intervalos de confianca (IC
95%) e valores de coeficiente angular. A razéo de resisténcia foi calculada mediante
a diviséo da Clso linhagem resistente pela CLso da suscetivel.

Para a determinacdo do padrdo da heranca associado a resisténcia de S.
frugiperda a flubendiamide, as pupas da linhagem suscetivel e resistentes foram
mantidas em placas individualizadas e separadas por sexo. Apés a emergéncia dos
adultos, foram formados casais heterozigotos (& BA-R/TF-R x @ Sus e & Sus x @
BA-R/TF-R) e mantidas em gaiolas de PVC (14 cm diametro por 21 cm de altura). As
progénies dos cruzamentos (geracdo Fi) foram submetidas as diferentes
concentracdes de flubendiamide espacadas logaritmicamente, com a finalidade de
caracterizar curvas de concentracao-resposta, semelhantes a metodologia descrita
anteriormente.

O grau de dominancia (D) foi estimado com base nas curvas concentragao-
resposta da geracdo Fi1 e linhagens parentais. O grau de dominancia (D) foi
estimado com base nas metodologias propostas por Bourguet et al. (2000) e Stone
(1968). O grau médio de dominancia foi obtido a partir da equacdo proposta por
Bourguet et al. (2000):

_ Mgps—Mss
MRR— Mss

Sendo: Mgg, Mgs e Mpg as mortalidades da linhagem resistente, suscetivel e
heterozigoto, respectivamente. Para valores de D proximos a 0 (D = 0) considera-se
como heranca completamente recessiva e para valores proximos a 1 (D = 1)
considera-se como resisténcia completamente dominante (Bourguet et al., 2000).

Os dados foram também analisados pelo método proposto por Stone (1968):

_ (2Xp—XRr— Xs)
(Xr—Xs)

D
Os coeficientes Xr; Xr € Xs sé@o os logaritmos das CLso estimadas a partir das
linhagens heterozigotas Hi (Sus @ x Resistente ) e Hz2 (Sus & x Resistente Q) e F1

(resistente e suscetivel). Valores de D préoximos a -1 (D= -1) sera admitido como
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heranca completamente recessiva. Valores proximos a 1 (D=1) sera considerada
como uma resisténcia completamente dominante.

Para estimar o nimero de genes relacionados a resisténcia, foram realizados
retrocruzamentos da progénie F1 com a linhagem resistente (BA-R; TF-R), parental
que apresentou fenotipo mais distinto de Fi (Tsukamoto 1983; Roush; Daly, 1990). A
heranca foi avaliada a partir do teste qui-quadrado [1] (Sokal; Rohlf, 1995):

> _ (Ni-pni)?
- pqni

A variavel Ni representa a mortalidade observada na concentracdo i, pa
mortalidade esperada calculada a partir do modelo mendeliano [2] (Georghiou,

1969), ni nimero de individuos testados e g =1 — p.

a+b

Sendo: a = porcentagem de mortalidade da linhagem heterozigota e b =
porcentagem de mortalidade da linhagem resistente em determinada concentracéao.
A hipotese de heranga monogénica sera rejeitada quando 0 x?caiculado = X tabelada & 1
grau de liberdade.

Para se estimar o numero de loci e o efeito aditivo de genes que contribuem
para uma caracteristica quantitativa, como a resisténcia de S. frugiperda a
flubendiamide, utilizou-se o método proposto por Lande (1981):

_ (XRr—Xss)?
802

ng

Em que Xz e Xss correspondem ao logio da CLso das linhagens BA-R, TF-R e

Sus respectivamente, 62 = 0%, + 02, — [0%4 + 0,507 + 0,50%] € 02, , 03,, 02, O%r

e g% correspondem as variagGes fenotipicas dos retrocruzamentos 1 e 2 , da

linhagem heterozigota F1 e das linhagens BA-R, TF-R e Sus, estimadas de acordo
com Lande (1981) pelo inverso do coeficiente angular ao quadrado.
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3.2.3 Avaliacao de resisténcia cruzada entre flubendiamide e diamidas

antranilicas (clorantraniliprole e ciantraniliprole)

A caracterizacao da resisténcia cruzada de S. frugiperda foi realizada a partir
das curvas de concentracao-resposta para as linhagens Sus, BA-R e TF-R para o0s
inseticidas flubendiamide (Belt®) (480 g i.a./L), clorantraniliprole (Premio®) (200 g
i.a./L) e ciantraniliprole (Benevia®) (200 g i.a./L) seguindo a mesma metodologia do
item 2.2.1. Os dados de mortalidade das linhagens foram submetidos a analise de
Probit por meio do software POLO PLUS (Leora Software). A partir das curvas foram
estimadas as concentragcdes letais meédia (CLso), 0s respectivos intervalos de
confianca (IC 95%) e valores de coeficiente angular. A razdo de resisténcia foi
estimada mediante a divisdo da CLso das curvas de suscetibilidade da populacdo

resistente pela CLso da populacéo suscetivel.

3.2.4 Dominéancia funcional da resisténcia das linhagens de S.
frugiperda resistentes a flubendiamide

Sementes de milho convencional (P30F53 RR) foram semeadas em vasos
plasticos de 5 L (2 sementes/vaso). Apdés a germinag¢do, uma Unica planta foi
mantida em cada vaso. No estadio fenoldgico Vs-Va4, folhas totalmente desenvolvidas
foram cortadas em areas de 4,5 cm? de area e imersas por 3 segundas em solugées
inseticidas com a dose de campo de 150 mL/ha de Belt® (Flubendiamide 480 g/L),
150 mL/ha de Premio® (Clorantraniliprole 200 g/L), 500 mL/ha de Benevia®
(Ciantraniliprole 100 g/L) e a4gua destilada diluidos em um volume de calda de 150
L/ha. As folhas foram alocadas em placas de petri de 90 mm (CRAL®), contendo
solucdo de agar a 1% e papel filtro para evitar contato direto da folhna com o agar.
ApGs secagem do produto, foram infestadas com uma Unica lagarta de 3° instar de
S. frugiperda da linhagem Sus, BA-R, TF-R e heterozigotos provenientes dos
cruzamentos reciprocos. Para cada tratamento foram realizadas 4 repeti¢cdes, sendo
gque cada repeticédo foi constituida de 4 placas de petri. Apés sete dias, as lagartas
sobreviventes foram recuperadas e, em laboratorio, criadas em dieta artificial até a
emergéncia de adultos. Foram estimados a probalidade de mortalidade e os
intervalos de confianga de 95% (IC 95%) para tratamento utilizando a funcgao

binom.probit do pacote binom do programa R 3.4.1. (R Core Team, 2020).
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3.2.5 Sequenciamento da regido Il a VI do receptor de rianodina das
linhagens resistentes a flubendiamide

O sequenciamento da regido de Il a VI do dominio intramembranar receptor
de rianodina (RyR) de S. frugiperda, foi realizado por meio da extracédo do RNA total
de 10 lagartas de terceiro instar da linhagem BA-R e TF-R utilizando o kit de
extracdo RNeasy Mini Kit® (Qiagen®), de acordo com as especificacdes do
fabricante. A qualidade e a concentragcdo do RNA foram verificadas em Nanodrop-
One/One° (Thermo Scientific®). A sintese de cDNA foi realizada utilizando 2 pg de
RNA total tratado com DNAse. Para a reacdo de transcriptase reversa foi utilizado o
sistema comercial GoScript™ Reverse Transcriptase (Promega®), de acordo com
especificacoes do fabricante. Os primers utilizados no sequenciamento foram
obtidos no trabalho de Boaventura et al. (2019) (
Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Iniciadores utilizados no sequenciamento parcial do receptor de rianodina de
Spodoptera frugiperda (regiéo Il a VI do dominio intramembranar).

Iniciador Sentido 5’ - 3’ Sequéncia
Sf. 1-F Senso 5-TCAAGGTGGCTGCAGTACTG-3'
St 2-F Senso 5-GCCATCGAAGCTGAGAGCAA-3'
Sf. 3-F Senso 5'-AGGCAGCAAGGGACTGATTC-3'
Sf. 1-R Antissenso 5-GTTCCTGTTGACCTCGTCGT-3'
Sf. 2-R Antissenso 5-GAAGAAGTCCCAGCATCGCT-3'

As reacOes de amplificacdo foram conduzidas a 95°C por 5 min (1 ciclo), 95°C
por 30s, 60°C por 30s e 70°C por 40s (45 ciclos), seguidos de extenséo final a 72°C
por 5 minutos, sendo a eficiéncia da reacdo de amplificacdo verificada via
eletroforese em gel de agarose a 1,5% acrescido 6 uL brometo de etidio, em solucdo
tampéao tris-acetato-EDTA (TAE) (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 7,2) em
voltagem constante de 100 V e posterior visualizagdo em transiluminador. Apos
confirmacgédo de amplificacdo, as amostras foram purificadas e encaminhadas ao
Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida
(LaCTAD), Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), Campinas/SP, onde foi
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realizado o sequenciamento com 0S primers senso e antissenso de todas as
amostras na plataforma ABI 3730XL® (Applied Biosystems®).

A sequéncia parcial de aminoacidos do receptor de rianodina de S. frugiperda
das linhagens suscetivel (MK805909.1), BA-R (ON653045), TF-R 4790M
(ON653048), TF-R 4790K (ON653047) e TF-R 4790K/M (ON653046) foram
alinhadas a sequéncias ja relatadas na literatura como P. xylostella (GenBank
AET09964), T. absoluta (GenBank APC65631), S. exigua (GenBank AFC36359), S.
frugiperda (GenBank MK226188) utilizando o software Geneious v. 10.2.3
(Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand).

3.3Resultados
3.3.1 Sele¢cdo das linhagens de BA-R e TF-R Spodoptera frugiperda
resistente a diamidas
A partir das 63 isofamilias testadas de Sao Desidério — BA utilizando a
metodologia de F2 screen, 13 isofamilias sobreviveram (BA-R) resultando em uma
frequéncia alélica do gene de resisténcia de 0,0556 (0,0308 — 0,0870) na populacéo.
Para a linhagem TF-R, foram testadas 91 isofamilias coletadas em Tasso Fragoso —
MA, sendo 16 isofamilias positivas (TF-R) correspondendo a 0,0020 (0,0010 —
0,0086) de individuos contendo o alelo de resisténcia na populacdo de Tasso

Fragoso.

3.3.2 Caracterizacdo da resisténcia das linhagens BA-R e TF-R de S.
frugiperda a flubendiamide
3.3.2.1 Herancadaresisténcia de S. frugiperda a flubendiamide

A partir da razdo da CLso das linhagens resistentes pela CLso da linhagem
suscetivel, foi observada uma razdo resisténcia superior a 4557-vezes para
flubendiamide.

As curvas de concentracdo-mortalidade das progénies Fi1 dos cruzamentos
reciprocos apresentaram uma resposta bastante similar para ambos o0s
cruzamentos, com sobreposi¢céo dos intervalos de confianga dos valores de CLso. A
razao de resisténcia dos cruzamentos reciprocos foram de 2,21 a 3,00 para a
linhagem BA-R e 1,41 a 1,62 para TF-R. Dessa maneira, os resultados indicam que

a resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide é autossémica (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3. Concentracao-mortalidade das linhagens de Spodoptera frugiperda suscetivel (Sus) e
resistentes (BA-R; TF-R) a flubendiamide e heterozigotos provenientes de cruzamentos reciprocos.

Coef. Angular £ = CLsp (95% ClI)

Linhagem

EP (Mg i.a./cm?)
0,29
+ -
Sus 768 1,53+0,11 (0,21 - 0,39) 16,2 9
BA-R 784 0,70 £ 0,26 >1321,59 2,8 10 > 4557
0,64
- +
Sus 9 x BA-R & 832 1,39+0,12 (0,41 — 0,87) 18,1 9 2,21
Sus & x BA-R @ 832 1,38+ 0,13 0.87 26,3 10 3,00
e =S (0,58 — 1,28) ’ ’
TF-R 512 0,80 £ 0,13 >1321,59 3.4 5 > 4557
0,41
- +
Sus @ xTF-R & 512 1,53+0,13 (0,29 — 0,58) 9,73 7 1,41
Sus & X TF-R Q 496 1,29+ 0,11 0.47 8,67 7 1,62
eI =D (0,29 — 0,64) ’ ’

agl, graus de liberdade
b Razdo de resisténcia (RR), CLso linhagem resistente/CLso linhagem suscetivel

3.3.2.2 Dominéancia da resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide

A dominancia da resisténcia de S. frugiperda pode variar de conforme a
concentragéo de flubendiamide utilizada. Segundo a metodologia de Bourguet et al.
(2000), a dominancia diminuiu com o aumento da concentracdo de flubendiamide,
apresentando uma heranca dominante nas concentracées mais baixas, tendendo a
uma heranga incompletamente recessiva a totalmente recessiva nas concentragdes
mais altas (Tabela 3.4). Nas concentracfes proximas as utilizadas em campo (~ 3,17
ug i.a./cm?) a dominancia foi menor que 0,18 para BA-R e menor que 0,01 para TF-

R (Figura 3.1), indicando uma dominancia incompletamente recessiva.
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Tabela 3.4. Efeito da dominancia da resisténcia de Spodoptera frugiperda a flubendiamide em funcéo
da concentracgédo do inseticida das linhagens suscetivel, resistentes BA-R e TF-R e heterozigotas.

Concentragéo Sus BA-R & x Sus @ TF-RJ x Sus @ BA-R TF-R
(ug i.a/cm?) |Mortalidade | Mortalidade | Dominancia | Mortalidade Dominancia | Mortalidade | Mortalidade
(%) (%) (D) (%) (D) (%) (%)
0,00 2,08 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00
0,07 14,58 3,13 0,79 21,87 0,50 0,00 0,00
0,13 36,46 4,69 0,87 25,00 0,31 0,00 0,00
0,74 64,58 46,88 0,27 59,38 0,08 0,00 0,00
2,38 87,50 71,35 0,18 78,15 0,01 0,00 0,00
7,40 100,00 86,98 0,13 97,92 0,02 0,00 0,00
13,22 100,00 92,19 0,08 100,00 0,00 0,00 0,00
132,16 100,00 98,44 0,02 100,00 0,00 2,08 4,69
1321,59 100,00 100,00 0,00 100,00 0,00 6,25 29,69
1.001
B BA-R &'x Sus ?
B TF-R &*'x Sus &
0.75+
S
2]
3
£ 0.50+
E
o
a
0.25+

Flubendiamide ng i.a./lcm?

Figura 3.1. Efeito da dominancia da resisténcia de Spodoptera frugiperda a flubendiamide em funcéo
da concentragédo do inseticida das linhagens suscetivel, resistentes BAR-R e TF-R e heterozigotos.

O grau de dominancia estimado pelo método proposto por Stone (1968)

variou entre - 0,82 e - 0,74 para BA-R e -0.89 a -0.92 para TF-R para os

cruzamentos reciprocos Hi e Hz, respectivamente. Ambas as analises corroboram

com a hipotese de que a resisténcia de Spodoptera frugiperda a flubendiamide é

incompletamente recessiva.
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3.3.2.3 Numero de genes associados a resisténcia de S. frugiperda
a flubendiamide

A partir da mortalidade observada e esperada de individuos provenientes de
retrocruzamentos das linhagens heterozigotas com os parentais resistentes, aceitou-
se a hipbtese de heranca da resisténcia possuir carater monogénico (Tabela 3.5).
Os valores de mortalidade foram significativos pelo teste de qui-quadrado (x ?) (P <
0,001), apenas na menor dose testada para a linhagem BA-R. No entanto, n&o foi
observada diferenga significativa nas demais concentracdes 0 que permite

caracterizar a resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide como monogénica.
Tabela 3.5. Andlise de x? da mortalidade de retrocruzamentos entre as linhagens resistentes e a

progénie F1 (cruzamentos reciprocos entre as linhagens BA-R, TF-R e Sus) de Spodoptera frugiperda
para diferentes concentra¢des de flubendiamide.

] BA-R TF-R
C(O”Cie:t/[;ﬁf‘)o BA-RQ xF1 4 BA-RJ xF19Q TFRQxF1J TF-RJ xF1Q
Hg 18- a0bs. | PExp. ‘ x2 | Obs. ‘ Exp. ‘ X2 aObs.‘bExp.‘ x2 | Obs. | Exp. ‘ X2
0,13 125 2,34 2884|1042 2,34 1822*| 0 19,53 0,04| 0 19,53 0,04
1,32 2069 289 0,02 3688 289 198 17,97 375 030|625 37,5 0,10
13,22 31,25 39,06 1,64 |43,75 39,06 059 |4532 50 0,45|40,18 50 0,40
74,00 39,58 47,92 1,78 |46,88 47,92 0,03 |51,04 50 051(43,75 50 0,44
132,16 4583 49,71 0,38 |43,75 49,71 0,91 |48,22 521 0,44 (4844 521 0,44
1321,59 59,38 50,5 2,02 |53,13 50,5 0,18 | 70 64,58 0,38|69,79 64,58 0,38

a Mortalidade observada ® Mortalidade esperada baseada em heranga mendeliana
*Diferenca significativa (P = 0,001, graus de liberdade = 1) entre a mortalidade observada e a
esperada

A estimativa do nUmero minimo de segregacdes independentes estimada foi
entre 1,42 a 2,84 para BA-R e 1,3 a 1,77 para TF-R, sugerindo que a resisténcia de
S. frugiperda a flubendiamide esta relacionada a um nimero de loci baixo.

3.3.2.4 Avaliacdo de resisténcia cruzada entre flubendiamide e
diamidas antranilicas (clorantraniliprole, ciantraniliprole e
tetraniliprole)

O inseticida flubendiamide apresentou valores de CLso igual a 0,29 (0,21 —
0,39) g i.a./cm? para linhagem suscetivel de referéncia e >1321,59 ug i.a./cm? para
as linhagens resistentes a flubendiamide, apresentando uma razao de resisténcia
>4557 vezes (Tabela 3.6). Para as moléculas clorantraniliprole e ciantraniliprole a
linhagem Sus apresentou valores de CLso de 0,06 (0,04 — 0,08) ug i.a./cm? e 0,01

(0,005 — 0,0014) ug i.a./cm?, respectivamente. Para clorantraniliprole, as linhagens
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resistentes apresentaram uma razado de resisténcia de 692 para a BA-R e 3917
vezes para TF-R e para ciantraniliprole de 1799 vezes para a linhagem BA-R e de
7475 vezes para a TF-R. Os dados obtidos indicam a presenca de resisténcia
cruzada entre os inseticidas flubendiamide e as demais diamidas antranilicas. Dessa
maneira, 0s inseticidas do grupo das diamidas, ambas ftalicas e antranilicas,
precisam ser utilizadas com moderacdo e rotacionadas para 0 manejo de
resisténcia. Além disso, a linhagem TF-R apresentou maiores razdes de resisténcia
em comparagdo a resposta da linhagem BA-R, o que indica diferencas de

suscetibilidade da linhagem em virtude das mutaces encontradas na populacgéo.

Tabela 3.6. Dose-mortalidade das linhagens de Spodoptera frugiperda suscetivel (Sus) e resistente a
flubendiamide (BA-R e TF-R) em bioensaios de aplicacdo na superficie da dieta artificial as moléculas
inseticidas flubendiamide, clorantraniliprole e ciantraniliprole.

0
Linhagem | n |Ingrediente ativo Coef. Angular CLSO_(IC 95 2/0)
(Mg i.a./cm?)
0,29
+ -
Sus 768 153+0,11 (0,21 — 0,39) 16,2 9
BA-R | 784 | Flubendiamide | 70+ 0,26 >1321,59 2,81 | 13 [>4557
TF-R 512 0,80+ 0,13 >1321,59 3.4 5 |>4557
0,06
+ -
Sus 464 1,33+ 0,10 (0,04 - 0,08) 5,25 10
. 41,51
- +
BA-R 496 | Clorantraniliprole | 1,73 + 0,08 (25,21 - 75,80) 18,20 8 692
235,03
- +
TF-R 448 1,02 + 0,08 (157,01 — 321,78) 10,61 7 3917
0,01
+ -
Sus 224 3,64 + 0,66 (0,005 — 0,014) 0,74 6
. . 17,99
- +
BA-R 384 | Ciantraniliprole 1,62 +£0,16 (3,44 — 36,62) 21,33 6 1799
74,75
- +
TF-R 800 1,13 £ 0,07 (39,10 — 123,54) 12,75 7 7475

agl, graus de liberdade
b Razao de resisténcia (RR), CLso linhagem resistente/CLso linhagem suscetivel

3.3.2.5 Dominéancia funcional da resisténcia das linhagens de S.
frugiperda resistentes a flubendiamide

Com base no experimento foi possivel observar 100% (91,19 — 100%) de

mortalidade da linhagem Suscetivel e Sus @ x BA-R/TF-R & para todos os produtos

e sobrevivéncia em torno de 10% para os produtos flubendiamide e clorantraniliprole
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para a linhagem Sus & x BA-R/TF-R @ (Figura 3.2). No entanto, ndo foi observada
diferenca significativa entre elas pela sobreposicao dos intervalos de confianca.

Para a linhagem resistente TF-R, foi observado baixa eficiéncia dos produtos,
apresentando mortalidade de 5% (1,07 — 16,11%) para flubendiamide, 2,5% (0,26 -
12,87%) para clorantraniliprole e 17,5% (8,21 — 31,64%) para ciantraniliprole (

Tabela 3.7). Esses resultados indicam que apesar das moléculas diamidas
possuirem o0 mesmo mecanismo de acdo, existem pequenas divergéncias na
afinidade da ligacdo da molécula ao receptor.

Em Suscetivel =1 BA-R B3 £SUS x @BAR m1 £BA-R x #'SUS B3 Suscetivel = TF-R = 2SUS x ATF-R =@ 2TF-R x 'SUS
100
~ 80
2 g
éf 60 b=
i
- |
= =]
20 =
0
R R IR RN ) R
& & & O FEe & &8 & & OO
6&&(\‘\& (.\\\\Q oé' b\rf (.\\(\Q \\\QOO\\" 6@@ <§\Q (.\\Q\QOQ“' &o‘o &\\Q (\&Qooo\
& & & & & & & & & & & &
& & & S & & & S &
o of o° O o° < Q\o

Tratamento
Tratamento

Figura 3.2. Mortalidade e intervalo de confianca (IC 95%) das linhagens BA-R (A), TF-R (B),
Suscetivel e heterozigotos em folhas de milho imersas em solugdes inseticidas na dose recomendada

em bula dos produtos Belt® (Flubendiamide), Prémio® (Clorantraniliprole), Benevia®
(Ciantraniliprole).

Tabela 3.7. Mortalidade e intervalo de confianga 95% (IC 95%) das linhagens BA-R, TF-R, suscetivel
e heterozigotos em folhas de milho imersas em solugdes inseticidas na dose recomendada em bula
dos produtos Belt® (Flubendiamide), Prémio® (Clorantraniliprole) e Benevia® (Ciantraniliprole).

Controle Flubendiamide Clorantraniliprole  Ciantraniliprole
Linhagem Mortalidade % Mortalidade % Mortalidade % Mortalidade %
(1C95) (1C95) () (1C95)
Suscetivel 5,0 100,0 100,0 100,0
(1,07 -16,11) | (91,19 — 100,00) | (91,19 — 100,00) | (91,19 — 100,00)
BA-R 0,0 2,5 5,0 10,0
(0,00 - 8,81) (0,27 - 12,87) (1,07-16,11) | (3,50 - 22,61)
2,5 100,0 100,0 100,0
?SUSxJBAR| (57 1287) | (91,19 -100,00) | (91,19 — 100,00) | (91,19 — 100,00)
0,0 90,0 100,0 100,00
¢BARXJISUS| 00181y | (77,39-96,50) | (91,19 —100,00) | (91,19 - 100,00)
TE-R 5 5,0 2,5 17,5
(1,07-16,11) | (1,07 - 16,11) (0,26-12,87) | (8,21 -31,64)
5 100,0 100,0 100,0
?SUSxITFR| 1 07 71611) | (91,19 -100,0) | (91,19 — 100,00) | (91,19 — 100,00)
Q TF-R x & SUS 0 92,5 100,0 100
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\ \ (0,00 - 8,81) ] (80,59 - 97,81) \ (91,19 — 100,00) ] (91,19 — 100,00) \

3.3.2.6 Sequenciamento da regiao Il a VI do receptor de rianodina
das linhagens resistentes a flubendiamide

Os pares de primers utilizados proporcionaram o sequenciamento de uma
regido contendo 1433 pares de base (pb) para as linhagens resistentes e 1410 pb
para a linhagem Suscetivel. As fitas consenso de cada linhagem foram alinhadas
com as sequéncias ja reportadas na literatura e a traducéo foi baseada na sequéncia
de referéncia de P. xylostella (AET09964).

N&do foi observada a presenca da mutacdo G4903E reportada para P.
xylostella (Rodistakis et al., 2017) (Figura 3.3) em nenhuma das linhagens
selecionadas para flubendiamide. No entanto, foi observado a presenca de duas
mutacdes na posicdo 14790M/K reportada para T. absoluta (Steinbach et al., 2015) e
S. frugiperda (Boaventura et al., 2019). A mutacdo 14790M foi observada em ambas
as populacbes BA-R e TF-R, apresentando a sequéncia nucleotideos “ATG”
traduzindo o aminoacido metionina (M) ao invés de isoleucina (1) (Figura 3.4, Figura
3.5). J4 a linhagem TF-R apresentou 3 gendtipos distintos, com individuos
apresentando a mutacao 14790M, 14790K apresentando s sequéncia de nucleotideos
“AAA” traduzindo o aminoacido lisina (K) e individuos heterozigotos apresentando as
duas mutacodes 14790M/K.

15.090 15,100 15110 1121 15130 15,140 15.150

Consensus _GIG G-A-G-AG AIG-G-G-G G‘ _AAG A_G AG G A-A_GIAG-GI

Frame 1

—_—

C# FUR Consensus_TFfinal TTCTTCGCGGCCCATCTGCTAGATGTCGCTGTCGGCTTCAAGACCCTGAGGACCATTCTGCAGTCCGT

Frame 1 F F A A H L L D A A A G F K T L R T | L Q S A
e REY Consensussus_.1 TTCTTCGCGGCCCATCTRCTAGATGTCGCTGTCGGCTTCAAGACCHTGAGGACCATTCTGCAGTCCGT
Frame 1 F F A A H L L D A A v G F K T L R T | L Q S Vv
C# FEY Consensusbad9 1 TTCTTCGCGGCCCATCTGCTAGATGTCGCTGTCGGCTTCAAGACCCTGAGGACCATTCTGCAGTCCGT
Frame 1 F F A A H L L D v A A G F K T L R T | L Q S A

Figura 3.3. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos das linhagens Suscetivel, BA-R e TF-R da
regido parcial do receptor de rianodina compreendendo a regido G4946E.
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Consensus
Frame 1
Coverage
14,580 14,590 14,600 14,610 14,620 14,630 14,640 14,650 14,660 14,670 14,680
C+ JN801028.1 CTTCTACATGGAACACGTC n'r AAC ITI HocEmTAC 'r cACTd In'rl 'rIT GCTEGCTARMMCTEBATCGGGTACTAC nT.TGnnC- TI CBCTAG scllATC 'r'r AAC
rame 1 FoYy m H v A A EER N v ey e v v H K A K

C# FUD IokOO‘\ 001.A1.ab1
Frame 1

D+ REY IOk[)[)'\ 001.C2.ab1
Frame 1

Cd FUI Iok()()‘\ 001.C1.ab1
Frame 1

O+ REY Itlk[)[)‘\ 001.E2.ab1
Frame 1

Cd FUIG Iok[)[)'\ 001.F1.ab1
Frame 1

“Mi*l‘_@:NhW‘w

L+ nsumkoomm H2.ab1 T At hT et x:.vnr AAGGTGECBUCAGTACTGCACTE CATCGTGTE I rCGCT AR C T AT HT T T GCCACTAGETATCTTEAR AGAAGGAGATS
Frame 1 Py oMoE oWV A A v ’\th-LI HLKV—‘LA\!’K?EKEI

Figura 3.4. Alinhamento da sequéncia de aminoécidos de trés |nd|V|duos utlllzando primers senso e
antissenso, da regido parcial do receptor de rianodina compreendendo a regido 14790M/K, alinhados
com a traducao do receptor de Plutella xylostella (GenBank AET09964).

Ryanodine receptor ﬁN

™I \TME TMES Vs TMe
TME 4,790

I
Consensus SGSGSGDGGSGESGEDDDAIEVVHITDEDF FYMEHVITKVAAVIEH STV SIFATTIETG Y YHIEKV P AT F KREKETARKEEFDGEYTAEQPEDDDEK SHWD KV
4,747 4,755 4,765 4775 4,785 4,795 4,805 4,815 4,825 4,835

P. xylostella SGSGSGDGGSGE - - ED-DP-E-\/H\DEDVFVMEHV\K-AA-LHS\\/SLAIL\GVVHLK\/PLA\FKREKE\ARKLEFDGLVIAEQPEDDDLKSHWDKLVI
T. absoluta SGGGSGDGGSGESGE-DDPLE.VH\DEDYFVMEHV\N.AAALHS\\/SLAIL\GVVHLK\/PLA\FKREKE\ARKLEFDGLVIAEOPEDDDLKSHWDKLVI
S. exigua SGSGSGDGGSGES-EDDDALEVVHIDEDFFYMEHVIKVAAVLHSIVSLAILIGYYHLKVPLAIFKREKEIARKLEFDGLYIAEQPEDDDLKSHWDKLVI
S.frugiperda SGSGSGDGGSGESGEDDDALEVVHIDEDFFYMEHYIKVAA HSIVSLAILIGYYHLKVPLAIFKREKEIARKLEFDGLY I AEQPEDDDLKSHWDKLVI
ST_sus SGSGSGDGGSGESGEDDDALEVVHIDEDFFYMEHVIKVAAVLHSIVSLAILIGYYHLKVPLAIFKREKEIARKLEFDGLY I AEQPEDDDLKSHWDKLVI
BAR SGSGSGDGGSGESGEDDDALEVVHIDEDFFYMEHV I KVAAVLHSIVSLABML I GYYHLKVPLAIFKREKEIARKLEFDGLY I AEQPEDDDLKSHWDKLV I
TF-R 4790M SGSGSGDGGSGESGEDDDALEVVHIDEDFFYMEHVIKVAAVLHS IVSLAMLIGYYHLKVPLAIFKREKEIARKLEFDGLYIAEQPEDDDLKSHWDKLV I
TF-R 4790K SGSGSGDGGSGESGEDDDALEVVHIDEDFFYMEHVIKVAAVLHSIVSLAKLIGYYHLKVPLAIFKREKEIARKLEFDGLYIAEQPEDDDLKSHWDKLVI
TF-R4790KM SGSGSGDGGSGESGEDDDALEVVHIDEDFFYMEHVIKVAAVLHSIVSLAXLIGYYHLKVPLAIFKREKEIARKLEFDGLYIAEQPEDDDLKSHWDKLVI
Figura 3.5. Alinhamento mdultiplo da sequéncia de aminoacidos da regido parcial do receptor de

rianodina de espécies de lepidépteros pragas compreendendo a regido 14790M/K associada a
resisténcia a diamidas e linhagens suscetivel, resistentes (BA-R; TF-R) de Spodoptera frugiperda a
flubendiamide. O nimero de acesso da sequéncias referenciadas sdo: Plutella xylostella (AET09964),
Tuta absoluta (APC65631), Spodoptera exigua (AFC36359), S. frugiperda (MK226188), Sf sus
(MK805909.1), BA-R (ON653045), TF-R 4790M (ON653048), TF-R 4790K (ON653047) and TF-R
4790K/M (ON653046).

3.4 Discusséo

Com o objetivo de caracterizar os alelos resistentes e a resisténcia de S.
frugiperda a flubendiamide foram selecionadas duas linhagens por F2 screen
apresentando elevadas razfes de resisténcia (RR >4557 vezes), apresentando
resisténcia autossbmica, incompletamente recessiva e monogénica. Ao serem
expostas a diferentes concentragbes de flubendiamide, os heterozigotos
provenientes de cruzamentos reciprocos nédo apresentaram diferencas significativas
pela sobreposicédo do intervalo de confianga, indicando que os loci relacionados a
resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide estdo localizados em cromossomos
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autossémicos, ndo possuindo origem mitocondrial ou ligado ao sexo para ambas as
linhagens, BA-R e TF-R.

A dominéancia associada a resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide possui
caracteristica incompletamente recessiva em doses proximas a recomendada em
bula na cultura do milho apresentando pequena sobrevivéncia de individuos
heterozigotos. Essa informacéo foi confirmada nos ensaios de dominancia funcional
utilizando plantas de milho tratadas com Belt® (Flubendiamide 480 SC) na dose
recomendada em bula, em que o0s heterozigotos apresentaram sobrevivéncia
variando de 7,5% a 10%. Por fim, a resisténcia de S. frugiperda a diamidas por meio
de retrocruzamentos e por testes de segregacdo génica demonstrou estar
relacionada a um pequeno numero de genes, se comportando como uma
caracteristica fenotipica associada a heranca monogénica. Os resultados obtidos
nesse estudo, corroboram com o0s dados observados no monitoramento da
frequéncia alélica utilizando a metodologia de F2 screen (vide capitulo 2) e seguem o
mesmo padrdo de heranca observado para S. frugiperda (Bolzan et al., 2019) e
outras espécies lepidopteros como P. xylostella (Steinbach et al., 2015; Ward et al.,
2021) e T. absoluta (Roditakis et al., 2017).

As linhagens BA-R e TF-R selecionadas para flubendiamide, apresentaram
elevados niveis de resisténcia cruzada as diamidas antranilicas clorantraniliprole e
ciantraniliprole. Resultados similares foram reportados para outras espécies como P.
xylostella e S. exigua (Steinbach et al., 2015; Kim et al., 2021; Jouraku et al., 2020),
uma vez que flubendiamide e diamidas antranilicas representam a mesma classe
qguimica (Jeanguenat, 2013), compartilhando o mesmo modo de ac¢ao de acordo com
a classificacdo do Comité de Acdo a Resisténcia a Inseticidas (IRAC) (Sparks;
Nauen, 2015).

Nesse estudo, foi detectada a presenca de duas substituicbes de aminoacidos
nas linhagens de S. frugiperda BA-R e TF-R no RyR na posi¢ao 14790 (numeracao
baseada no genoma de P. xylostella) e associadas a resisténcia a diamidas. A
mutacéo 14790M, ja descrita em P. xylostella (Guo et al., 2014; Jouraku et al., 2020),
T. absoluta (Roditakis et. al. 2017), S. exigua (Zuo et al., 2020), e S. frugiperda
(Boaventura et al., 2020), e a mutacéo 14790K, descrita mais recentemente em P.
xylostella (Jouraku et al., 2020; Jiang et al., 2021). A presenca da mutacao 14790K
apresentou elevados niveis de resisténcia em P. xylostella, e elevada resisténcia

cruzada para diamidas do &cido ftalico e antranilicas, superior ao observado em
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linhagens contendo a mutacdo 14790M (Jiang et al., 2021). Ambas as mutacfes
foram validadas em relacdo ao seu impacto na ligacdo de diamidas no RyR. O
impacto da mutacdo 14790K foi funcionalmente comprovada eletrofisiologicamente
utilizando células HEK293 recombinantes expressando RyR de Bombyx mori L.
(Lepidoptera: Bombycidae) RyR carregando a mutacdo 14790K (Jouraku et al.,
2020). A importancia da mutacdo 14790M na resisténcia a diamidas foi
funcionalmente comprovada por vérias estratégias, sendo uma delas a introgressao
in vivo da mutacédo 14790M em linhagem suscetivel de S. exigua resultando em uma
razao de resisténcia de 20-vezes para clorantraniliprole e flubendiamide (Zuo et al.,
2020). Outro estudo inserindo a sequéncia completa do RyR de uma populacéo
mutante de P. xylostella em D. melanogaster, obteve uma razao de resisténcia de
22-vezes para flubendiamide e 4-vezes para clorantraniliprole, confirmando o menor
impacto sobre a resisténcia a diamidas (Richardson et al., 2021). Padrdes similares
foram descritos para linhagem de S. frugiperda selecionada para clorantraniliprole
apresentando homozigose da mutacao 14790M, a qual apresentou elevada razao de
resisténcia para flubendiamide com RR >5400-vezes comparado a clorantraniliprole
com 225-vezes (Bolzan et al., 2019). Estudos funcionais utilizando linhagens de S.
frugiperda mutantes expressando a mutacdo 14790M/K ainda precisam ser
realizados para suportar resultados obtidos in vivo para as linhagens BA-R e TF-R.
No presente estudo foi possivel realizar a caracterizacdo das bases genéticas da
resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide, além da presenca de resisténcia
cruzada a diamidas antranilicas, e evidenciando pela primeira vez a co-ocorréncia
das mutacbes 14790M/K em S. frugiperda, demonstrando assim o alto risco de
resisténcia a todas as moléculas desse grupo quimico. Esses resultados fornecem
informagcdes essenciais para a implementacdo de programas de manejo de

resisténcia buscando preservar a vida Util de inseticidas do grupo das diamidas.

3.5 Conclusdes

e O padrdao de heranca da resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide é
caracterizado como autossémica, incompletamente recessiva e monogénica;
e A linhagem de S. frugiperda resistente a flubendiamide apresenta elevada

resisténcia cruzada para as diamidas antranilicas;
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e O genotipo 14790M/K de S. frugiperda apresenta maior resisténcia cruzada
para as diamidas antranilicas em comparacao ao genotipo 14790M;
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4 LINHAS-BASICAS DE SUSCETIBILIDADE A TETRANILIPROLE EM
POPULACOES DE Spodoptera frugiperda (J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE)

Resumo

Os inseticidas do grupo das diamidas tém sido amplamente utilizados para controle
de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) desde sua introducdo no Brasil em 2009. As
diamidas sdo importantes ferramentas para 0 manejo dessa praga principalmente
nas culturas do milho, soja e algoddo, no entanto, ja foram relatados casos de
resisténcia de S. frugiperda a diamidas do acido ftalico e antranilicas. Novas
moléculas antranilicas vém sendo desenvolvidas para o controle de lepidépteros-
praga, tais como tetraniliprole. Sendo assim, com o0 objetivo de implementar
estratégias proativas de manejo da resisténcia foram realizados estudos de
caracterizacdo das linhas-basicas de suscetibilidade a tetraniliprole em 10
populacdes de S. frugiperda coletadas nas principais regides produtoras de milho no
Brasil em 2018/19 e 2020/21 e avaliacao de resisténcia cruzada a flubendiamide. A
variagdo na suscetibilidade a tetraniliprole foi de 1,43 vezes a 5,71 vezes nas
populacdes de S. frugiperda avaliadas. A mortalidade média variou de 73,44% a
99,78% na dose diagndstica de 0,44 ug i.a./cm? (CLee da linhagem suscetivel) e de
77,68% a 99,33% na dose de 0,74 ug i.a/cm? (CLes da linhas-basica de
suscetibilidade) em populacdes de S. frugiperda amostradas na safra de 2021/22.
Foi detectada elevada resisténcia cruzada para duas linhagens de S. frugiperda
resistentes previamente selecionadas para flubendiamide, apresentando uma razao
de resisténcia cruzada (RR) de 79-vezes para a linhagem BA-R e de 832-vezes para
a linhagem TF-R em relacdo a testemunha. Estudos utilizando plantas de milho
tratadas com a dose recomendada de tetraniliprole foram expostas a lagartas de
terceiro instar das linhagens suscetivel, heterozigotas e resistentes. Foi observado
100% de mortalidade para as linhagens suscetivel e heterozigotas, e mortalidade
variando entre 10% a 20% para as duas linhagens resistentes. A exposi¢cao prévia
de populacbes de S. frugiperda a inseticidas diamidas podem impactar a eficiéncia
de novas moléculas do mesmo grupo devido a resisténcia cruzada. Dessa maneira,
estratégias de manejo da resisténcia devem ser implementadas urgentemente, a fim
de se preservar a vida util e a eficiéncia de controle de inseticidas diamidas para o
controle de S. frugiperda.

Palavras-chave: Spodoptera frugiperda, Linha-basica suscetibilidade, Tetraniliprole,
Manejo de resisténcia a inseticidas.

Abstract

Diamides insecticides have been widely used in Brazil for Spodoptera frugiperda (J.
E. Smith) control since its introduction in 2009. Diamides are still an important tool for
this specie management in row crops such as maize, soybean and cotton, however,
cases of resistance of S. frugiperda have already been reported to phthalic acid and
anthranilic diamides. Novel anthranilic molecules are being developed for lepidoptera
species control such as tetraniliprole. To implement a proactive resistance
management strategies, we conducted baseline studies in 10 populations of S.
frugiperda sampled in the major maize-growing regions from Brazil in 2018/19 and
2020/21 and assessed the cross-resistance to flubendiamide. The variability in the
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susceptibility of S. frugiperda populations to tetraniliprole was 1.43-fold to 5.71-fold.
In average, the mortality varied from 73.44% to 99.78% at 0,44 ug i.a./cm? (LCoo Of
the susceptible strain) and 77.68% to 99.33% at 0.74 ug i.a./cm? (LCo9 of baseline
susceptibility data) for populations sampled in 2021/22 crop-season. It was detected
high cross-resistance for two S. frugiperda resistant strains previously selected to
flubendiamide, with a resistant ratio (RR) of 79-fold for BA-R strain and of 832-fold for
TF-R strain. Treated-maize plants with tetraniliprole at the recommended field rate
were exposed to larvae of 3 instar of susceptible, heterozygous and resistant
strains. It was observed 100% mortality for susceptible and heterozygous strains with
100% control, and mortality varying from 10% to 20% for both resistant strains. The
pre-exposure of S. frugiperda to diamide insecticides can impact the efficacy of new
diamides molecules due to cross-resistance. Therefore, insecticide resistance
management strategies must be adopted immediately in order to preserve the
lifetime and efficiency of diamide insecticides for S. frugiperda control.

Keywords: Spodoptera frugiperda, Susceptibility baseline, Tetraniliprole, Insecticide
resistance management.

4.1 Introducéo

Nos ultimos anos houve significativo avanco na implementacao de estratégias
manejo de integrado de pragas na agricultura com a utilizacdo de plantas
geneticamente modificadas e maior ado¢do de produtos biolégicos. No entanto, o
uso de inseticidas quimicos ainda permanece como principal método utilizado no
controle de pragas em diversas culturas. J& foram reportados aproximadamente 600
casos de resisténcia para acaros e insetos, afetando a producdo agricola a nivel
mundial (Sparks; Nauen, 2015; Sparks et al., 2019). A resisténcia a inseticidas é um
problema de longa data que afeta a eficiéncia e sustentabilidade dos produtos
voltados para protecdo de cultivos, prejudicando ndo somente produtores rurais,
mas também afetando a capacidade de empresas de todo o mundo em investir em
novos compostos. Atualmente o registro de novas moléculas para o controle de
pragas esta cada vez mais escasso devido a dificuldade em se desenvolver novos
modos de acdo, ao aumento dos custos de pesquisa e producdo e devido as
exigéncias regulatorias mais rigorosas (Sparks, 2013; Sparks; Lorsbach et al., 2017).

Os inseticidas do grupo das diamidas apresentam caracteristicas desejaveis
para serem incorporados ao programa de manejo integrado de pragas, uma vez que
apresentam baixa toxicidade a mamiferos e alta seletividade a inimigos naturais,
além da auséncia de resisténcia multipla 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). No entanto, devido ao seu intenso uso, ja foram
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relatados na literatura mais de nove casos de resisténcia a diversos lepidopteros-
praga (Richardson et al., 2020), incluindo Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) (Bolzan et al., 2019) principal praga agricola das Américas,
causando prejuizos na cultura do milho, além de outras culturas de importancia
agricola como algodao e soja (Pogue, 2002; Montezano et al., 2018)

O tetraniliprole é a mais recente molécula do grupo das diamidas a ser
desenvolvida pela Bayer CropScience, apresentando amplo-espectro de acao e
elevada eficiéncia no controle de lepidépteros, coledpteros e dipteros em baixas
dosagens (Li et al., 2019). Derivada da molécula ciantraniliprole, a molécula também
possui um grupo cianeto e apresenta translocacdo sistémica na planta, sendo
recomendado para tratamento de semente (Alam et al., 2020), aplicacdes no solo e
foliar (Li et al.,, 2019a, 2019b). Até o momento, ndo foram relatados casos de
tolerancia ou resisténcia de S. frugiperda a tetraniliprole. No Brasil, inseticidas do
grupo das diamidas estdo presentes desde 2009 e ja foram reportados casos de
resisténcia de S. frugiperda (Bolzan et al., 2019) e T. absoluta (Silva et al., 2018) a
diamidas do acido ftalico e antranilicas. Além disso, foi relatada existéncia de
elevada resisténcia cruzada para todas as moléculas do grupo quimico das diamidas
para linhagens de S. frugiperda selecionada para clorantraniliprole (Bolzan et al.,
2019) e flubendiamide (vide capitulo 2).

A fim de se desenvolver estratégias de manejo de resisténcia proativas
buscando a sustentabilidade e preservacdo da molécula tetraniliprole, foram
realizados estudos de caracterizacdo das linhas-basicas de suscetibilidade e
monitoramento da resisténcia nas principais regides produtoras de milho no Brasil,
na safra de 2020/21. Além disso, foram conduzidos estudos para entender a
possibilidade de resisténcia cruzada entre tetraniliprole e flubendiamide.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Populagdes de campo e linhagens
As populacdes de S. frugiperda utilizadas no estudo foram coletadas nos
principais Estados produtores de soja, milho e algoddo: Bahia, Goias, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Parana nas safras agricolas de 2018/19 e
2020/21 (Figura 4.1). Foram coletadas aproximadamente 1000 lagartas de cada

localidade em diferentes culturas hospedeiras como milho e milheto.
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As lagartas provenientes das coletas de campo foram acondicionadas em
bandejas e/ou copos plasticos contendo dieta artificial (Kasten Jr. et al, 1978) e
enviadas ao Laboratério de Manejo de Resisténcia FHI — Bayer S.A./Paulinia,
permanecendo até o estagio de pupa. As pupas obtidas foram retiradas e
acondicionadas em gaiolas PVC (policloreto de vinila, 20 cm de diametro x 20 cm
altura) revestidos internamente com papel jornal e com “voil” na parte superior
(substratos para oviposicdo). As gaiolas foram colocadas sobre um prato acrilico (40
cm de diametro x 1,5 cm de altura) e para a alimentagdo dos adultos foi oferecida
uma solucédo de mel em agua a 10% embebida em algodao hidrofilo. A cada 2 dias
as posturas foram retiradas e as gaiolas substituidas. Os ovos obtidos foram
acondicionados em recipientes plasticos (100 mL) com um papel filtro umedecido (1
x 1 cm) para a manutencao da umidade e mantidos em sala climatizada a 25 + 1°C,
umidade relativa 60 £ 10% e 12h de fotofase. As lagartas recém-eclodidas na
geracdo F1 foram transferidas para copos plasticos transparentes (100 mL)
contendo dieta artificial, onde permaneceram até atingirem o 3° instar, estagio no
gual foram utilizadas nos bioensaios.

As linhagens suscetivel (Sus) e resistentes (BA-R e TF-R) utilizadas para os
estudos de resisténcia cruzada e eficacia de tetraniliprole foram obtidas conforme
descrito no capitulo 3. As linhagens BA-R e TF-R foram mantidas sob pressao de
selegdo utilizando a concentracéo de flubendiamide na dose de 132,16 ug i.a./cm?
durante quatro dias em todas as geracdes. Ja a linhagem Sus foi mantida sem

pressdo de inseticidas ou proteinas Bt.

4.2.2 Linhas-basicas de suscetibilidade a tetraniliprole em populacdes
de S. frugiperda

Para caracterizacdo das linhas-basicas de suscetibilidade de S. frugiperda
foram realizadas curvas de concentracao-resposta para 10 populac¢des coletadas em
diferentes regides produtoras de milho no Brasil por meio de bioensaios de
tratamento superficial da dieta (Tabela 4.1, Figura 4.1). Foram utilizados de oito a 10
concentracOes espacadas logaritmicamente de tetraniliprole (Vayego®) (200 g a.i./L)
diluidas em agua destilada e surfactante Triton® na concentracéo de 0,1%. Como
tratamento testemunha foi utilizado agua destilada e o surfactante Triton® na
concentragéo de 0,1%. Nas células contendo os tratamentos foram individualizadas

lagartas de terceiro instar de S. frugiperda, que permanecerdo se alimentando por
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um periodo de 96 horas, em camara climatizada “BOD”, a 25 + 2°C de temperatura,

50 + 10% UR e 12h de fotofase. Apds quatro dias de exposicdo ao produto, foi

avaliada a mortalidade de S. frugiperda, sendo consideradas mortas as lagartas que

ndo mudaram de instar e aquelas que ndo apresentaram movimentos coordenados

guando tocadas com um pincel.

Tabela 4.1. Populacdes utilizadas para caracterizacdo da linha-basica de suscetibilidade de
Spodoptera frugiperda a tetraniliprole durante as safras 2018/19 e 2020/21.

Cidade, UF Latitude Longitude Cultura Data de
Coleta
22 Safra 2018/19
Campo Novo do Parecis, MT 11°42'56,16” S 55°18'44,74” O Milho 11/02/2019
Sapezal, MT 13°30'44,00" S 58°47'47,00" O Milho 30/04/2019
Lucas do Rio Verde, MT 12°48'15,00" S 56°25'40,00" O Milho 29/03/2019
Rio Brilhante, MS 21°42'37,40" S 54°39'09,80" O Milho 08/04/2019
Araguari, MG 18°40'23,90" S 48°09'27,10" O Milho 05/04/2019
Campo Mouréo, PR 24°03'40,00" S 52°21'29,00" O Milho 04/04/2019
Palotina, PR 24°19'38,30" S 54°07'45,20" O Milho 04/04/2019
Ponta Grossa, PR 25°07'21,90" S 50°01'17,90" O Milho 18/04/2019
22 Safra 2021/22
Deciolandia, MT 14°11'00,00" S 57°33'11,00" O Milho 10/01/2021
Campo Mouréo,PR 24°03'40,00" S 52°21'29,00" O Milho 16/02/2022

500 km

Campo Novo dos Parecis

Sapezal
®

Deciolandia

Rio Brilhante

Palotina
®

Campo Mourdo

Araguari

Mourao

Ponta Grossa

Figura 4.1. Identificacdo dos locais de coleta das populacdes de campo de Spodoptera frugiperda,
utilizadas para a caracterizacdo da linha-béasica de suscetibilidade a tetraniliprole durante as safras

2018/19 e 2020/21.

@ Milho
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Os dados de mortalidade das populacbes foram submetidos a analise de
Probit por meio do software POLO PLUS (Leora Software). A partir das curvas, foi
estimada a concentracao letal 50 (CLso), 0s respectivos intervalos de confianga (IC
95%) e valores de coeficiente angular. As doses diagndsticas e respectivos
intervalos de confianca (IC 95%) estimados a partir da obtencdo da concentracao
letal 99% (CLg9) foram calculados através da analise conjunta dos dados de
mortalidade das linhas-basicas de suscetibilidade utilizando o modelo linear
generalizado com a fungao glm e suas funcdes de ligacao probit e cloglog do pacote

binom e ecotox no programa R 3.4.1. (R Development Core Team, 2017).

4.2.3 Monitoramento da suscetibilidade de populagdes de S. frugiperda
a tetraniliprole

O monitoramento da suscetibilidade de populacdes de S. frugiperda a
tetraniliprole foi realizado para doze populacdes coletadas na primeira e segunda
safra de 2020/21 (Tabela 4.2; Figura 4.2). Foi utilizado o inseticida tetraniliprole
(Vayego®) (200 g a.i./L) nas concentracdes diagnosticas de 0,0726 pg i.a./cm?, CLgo
da populacédo suscetivel de referéncia e 0,1271 pg i.a./cm?, ClLeo proveniente da
analise conjunta das linhas-basicas de suscetibilidade das populacbes de campo
diluido em agua destilada e surfactante Triton® na concentracdo de 0,1%. Como
tratamento testemunha foi utilizado agua destilada e o surfactante Triton® na
concentracdo de 0,1%. A unidade experimental dos bioensaios de ingestdo foi
constituida de placas de 128 células (BIO-BA-128; CD International Inc., Pitman,
NJ), totalizando 448 lagartas por populacdo, sendo consideradas 16 lagartas por
repeticdo. Os ensaios foram realizados utilizando a mesma metodologia do item
4.2.2.

Com base nos resultados obtidos no monitoramento fenotipico, foram
estimados a probalidade de mortalidade e os intervalos de confianga 95% (IC 95%)
para cada populacdo testada, utilizando a funcdo binom.exact do pacote binom do

programa R 3.4.1. (R Development Core Team, 2017).
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Tabela 4.2. Populac8es utilizadas para o monitoramento fenotipico da suscetibilidade de Spodoptera
frugiperda a tetraniliprole amostradas durante as safras de 2020/21.

Cidade, UF Latitude Longitude Cultura Datade Coleta
12 Safra 2021/22
Sorriso, MT 12° 25'59" S 55°38'15" O Milheto 19/11/2021
Dourados, MS 22°16'46" S 54° 38' 56" O Milho 23/11/2021
Lucas do Rio Verde, MT (I) 13°00'19" S 55° 58' 05" O Milho 24/11/2021
22 Safra 2021/22
Deciolandia, MT 14°11'00" S 57°33'11"O Milho 10/01/2021
Correntina, BA (1) 13°21'16" S 44° 40' 22" O Milho 13/01/2022
Primavera do Leste, MT 15°18'39" S 54°14'32" O Milho 07/02/2022
Correntina, BA (II) 13°21'16" S 44° 40' 22" O Milho 10/02/2022
Campo Mouréo, PR 24° 03'40" S 52°21'29" O Milho 16/02/2022
Rio Verde, GO 17°46'41" S 50° 58' 14" O Milho 08/03/2022
Lucas do Rio Verde, MT (I1) 12°15'17" S 55°22'59" O Milho 11/03/2022
Araguari, MG 18° 37' 22" S 48° 14' 03" O Milho 22/03/2022
Uberlandia, MG 18°53'58" S 48°09'36" O Milho 25/04/2022
) 1-2021/22
@ 2-2021/22
I Milheto
@ Milho
Lucas do Rio Verde | [sorrisg
O] Lucas do Rio Verde | g Correntina
Primavera do Leste ®
®
Araguari | | Uberlandia

Dourados [ ]

Campo Mourdo

500 km

Figura 4.2. Identificacdo dos locais de coleta das populacées de campo de Spodoptera frugiperda,
utilizadas para o monitoramento da suscetibilidade ao inseticida tetraniliprole nas safras de 2021/22.

4.2.4 Avaliagao de resisténcia cruzada entre flubendiamide e
tetraniliprole
A caracterizacdo da resisténcia cruzada de S. frugiperda foi realizada a partir
das curvas de concentracdo-resposta para as linhagens Sus, BA-R e TF-R para o

inseticida tetraniliprole (Vayego®) (200 g i.a./L) seguindo a mesma metodologia do
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item 4.2.2. Os dados de mortalidade das linhagens foram submetidos a analise de
Probit por meio do software POLO PLUS (Leora Software). A partir das curvas,
foram estimadas as concentracfes letais média (CLso), 0s respectivos intervalos de
confianga (IC 95%) e valores de coeficiente angular. A razdo de resisténcia foi
estimada mediante a divisdo da CLso das curvas de suscetibilidade da populacdo

resistente pela CLso da populagéo suscetivel.

4.2.5 Dominancia funcional e eficiéncia agrondémica de tetraniliprole em
linhagens de S. frugiperda suscetivel e resistentes a
flubendiamide em condicdes de laboratorio

Sementes de milho convencional (P30F53 RR) foram semeadas em vasos
plasticos de 5 L (2 sementes/vaso). Ap0s a germinacdo, uma Unica planta foi
mantida em cada vaso. No estadio fenoldgico Vs3-Va4, folhas totalmente desenvolvidas
foram cortadas em areas de 4 cm? de area e imersas por 3 segundas em solugées
inseticidas contendo Vayego® (Tetraniliprole 200 g/L) e agua destilada diluidos em
um volume de calda de 150 L/ha. As folhas foram alocadas em placas de petri de 90
mm (CRAL®), contendo solucdo de agar a 1% e papel filtro para evitar contato direto
da folha com o agar. Ap6s secagem do produto, foram infestadas com uma Unica
lagarta de 3° instar de S. frugiperda das respectivas linhagens de interesse.

Para o ensaio de dominancia funcional, foram utilizadas lagartas de terceiro
instar das linhagens suscetivel, resistente (BA-R e TF-R) e heterozigotas (YSus x
IBA-R, ?BA-R x J4Sus, ?Sus x dTF-R, QTF-R x J4Sus), utilizando a dose 150
mL/ha de Vayego® (Tetraniliprole 200 g/L). Um segundo ensaio foi realizado com o
objetivo de verificar a eficiéncia de tetraniliprole no controle da linhagem resistente
TF-R utilizando diferentes doses de Vayego® (Tetraniliprole 200 g/L) variando de
150 a 300 mL/ha.

Para cada tratamento foram realizadas 4 repeticbes, sendo que cada
repeticdo foi constituida de 10 placas de Petri. Apds sete dias, as lagartas
sobreviventes foram recuperadas e, em laboratorio, criadas em dieta artificial até a
emergéncia de adultos. Foram estimados a probabilidade de mortalidade e os
intervalos de confianca de 95% (IC 95%) para cada tratamento, utilizando a funcéo
binom.exact do pacote binom do programa R 3.4.1. (R Development Core Team,
2017).
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4.3 Resultados
4.3.1 Caracterizacdo das linhas-basicas de suscetibilidade a
tetraniliprole em populagdes de S. frugiperda do Brasil

A partir da caracterizagdo das linhas bésicas de suscetibilidade a tetraniliprole
em populacbes de S. frugiperda, foram observadas algumas variacbes na
suscetibilidade das popula¢cdes avaliadas, as quais variaram sua ClLso entre 0,020
hg/cm? (Ponta Grossa, PR) e 0,080 ug/cm? (Sapezal, MT) de tetraniliprole (Tabela
4.3). As populagdes que apresentaram maior suscetibilidade foram amostradas em
Ponta Grossa (PR), Araguari (MG) e Rio Brilhante (MS) com CLso variando entre
0,020 pg/cm? a 0,030 pyg/cm? em comparacgdo a linhagem suscetivel de referéncia.
As menores suscetibilidades foram observadas para as populagdes amostradas no
Estado do Mato Grosso (Sapezal e Campo Novo do Parecis). Em geral, as
populacbes amostradas para estimativa da concentracdo diagndstica (CLoo)
apresentaram variacoes de suscetibilidade variando 1,43 a 5,71-vezes em relacéo a
linhagem suscetivel de referéncia. Houve diferenca significativa na resposta da
maioria das populacbes amostradas em relacdo a CLso da populacdo suscetivel de
referéncia devido a ndo sobreposicdo dos intervalos de confianga, com excecao da
populacdo de Ponta Grossa (PR), apresentando elevada suscetibilidade a

tetraniliprole.
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Tabela 4.3. Caracterizacdo da linha-basica de suscetibilidade a tetraniliprole para populacbes de
Spodoptera frugiperda coletadas na cultura do milho na safra 2018/19 e 2020/21.

Cidade, DF aflgifliac:i”;, CL::;?:::OZ)C ) Cle(95%C) gl Variagdo*
Suscetivel 928 | 2332016 | 1%?104’ o18) (0'083’_13'307) 20,01 | 10 -
22 Safra 2018/19
C%z?gcg?\@do 576 | 2532047 (0,04(;(36(5091) (0,58%?95112) 088 | 8 | 471
Sapezal, MT 864 | 1,73%0,19 (0’0%9800'15) (0,53%7_95 130 | 383 | 8 5,71
Ll\J/ZarZeO!oMRTiO 640 | 204022 (0,04%(3504,069) (0,30(;%402,638) 622 18 3,86
Rio Brilhante, MS 576 2,00+0,41 (0,01(2(33001045) (0127%%5709) 1,98 8 2,14
Araguari, MG 640 2,79+0,48 (0,01(39205,034) (0,18%?001,794) 7,47 8 1,79
Campopg'ouréo’ 576 | 2,42 +0,44 (0’03%’?507’ 079) (0,2862?2), s | 253 | 8 4,07
Ponta Grossa, PR | 640 1,88+ 0,34 (0’01%?200’030) (0,20%£t601,792) 1,41 8 1,43
Palotina, PR 640 1,97+ 0,21 (0,04%(3502,066) (0135%5_106,757) 6,48 8 3,71
22 Safra 2021/22
Deciolandia, MT | 896 | 1662014 | o v 059 (0,58(27_55 sgy| 42 | 9| 336
Campopg'ouréo’ 896 | 146£009 | o 4%’?4(?’ 058) (0,5267?1,07) 6,78 | 9 3,50

ag.l., graus de liberdade

bVariagdo da suscetibilidade, CLso linhagem resistente/CLso linhagem suscetivel
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Figura 4.3. Curvas de concentragcdo-resposta de tetraniliprole em populagbes de Spodoptera
frugiperda amostradas nas safras 2018/19, 2021/22 e linhagem suscetivel de referéncia.

Pela analise conjunta dos dados de mortalidade das curvas de concentracdo-
resposta foi estimada a concentracdo diagnéstica baseada na ClLgs da populacéo
suscetivel e da analise conjunta para ser utilizada nos ensaios de monitoramento de
suscetibilidade de S. frugiperda a tetraniliprole. A CLso da populacdo suscetivel de
referéncia (Sus) foi de 0,014 (0,011 — 0,018) e a CLg9 de 0,140 (0,087 — 0,307) pg
i.a./cm?. JA a andlise conjunta das dez populacdes de campo de S. frugiperda
coletadas na safra 2018/19 e 2021/22 apresentou uma CLso de 0,070 (0,057 — 0,084)
e Cloo de 0,774 (0,717 — 0,836) ug i.a./cm? de tetraniliprole (Tabela 4.4).

Tabela 4.4. Concentracdo-mortalidade de linhagens de Spodoptera frugiperda suscetivel (Sus) e
andlise das curvas de concentracdo-resposta conjunta de treze populagdes coletadas na safra
2018/2019 e 2020/21 (linha-basica de suscetibilidade).

: Coeficiente  CLso (IC 95%) CLoo (IC 95%) R
Linhagem g.l.2 Variacao
angular + EP (ng/cm?) (ng/cm?)
. 0,014 0,140 i
Suscetivel 928 2,33+£0,16 (0,011 - 0,018) (0,087 - 0,305) 20,01 10
Baseline 6784 1,69+ 0,04 0,070 0,774 37,89 8 5,00

(0,057 -0,084) (0,717 - 0,836)

agl, graus de liberdade
b Variacdo, CLso linhagem resistente/CLso linhagem suscetivel
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Baseado na média e nos limites superiores dos intervalos de confianca (IC
95%), foram estabelecidas duas concentragdes diagndsticas de 0,44 ug i.a./cm? e

0,74 ug i.a./cm? para monitorar a suscetibilidade de S. frugiperda para tetraniliprole.

4.3.2 Monitoramento da resisténcia de S. frugiperda a tetraniliprole

Na safra agricola de 2021/22 foram amostradas 12 popula¢des coletadas nos
Estados da Bahia, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Parana.
As lagartas na geracdo Fi, quando expostas a concentracdo diagnostica de
tetraniliprole na ClLes da populagdo suscetivel de referéncia (0,44 g i.a./cm?),
apresentaram uma maior sobrevivéncia, diferindo da populacdo suscetivel de
referéncia (Sus), com excecdo da populacdo amostrada em Campo Mourdo (SP)
com 99,78% (98,06 — 99,86%) de mortalidade. Foi observada uma variacdo na
mortalidade larval das populacdes de S. frugiperda, variando de 73,44% (69,09 —
77,47%) em Sorriso (MT) a 99,78% (98,76 — 100%) em Campo Mourao (PR) (Figura
4.4). As populacdes que apresentaram menor suscetibilidade foram amostradas no
Estado do Mato Grosso (MT) e Bahia (BA).



99

Tabela 4.5. Mortalidade larval (%) e intervalo de confianca (IC 95%) de populacdes brasileiras de
Spodoptera frugiperda expostas as concentracdes diagnosticas de tetraniliprole.

Tetraniliprole 0,44 mg i.a/cm?

Tetraniliprole 0,74 mg i.a/cm?

Cidade, UF Total Total  Mortalidad Total Total  Mortalidad
ota otal ortalidade o ota otal ortalidade 0
Testados Mortos % IC 95% Testados Mortos % IC 95%
Suscetivel 448 444 99,11 (97,73-99,76) 448 0 100 (99,18 - 100,0)
12 Safra de 2021/22
Sorriso, MT 448 329 73,44* (69,09 - 77,47) 448 348 77,68 (73,53 - 81,45)
Dourados, MS 448 98 87,50* (79.92-92,99) 448 432 96,43* (94,26 - 97,95)
Lucas do Rio . " )
verde, MT () 656 529 80,64 (77,40 -83,60) 560 528 94,29 (92,03 - 96,06)
22 Safra de 2021/22
Deciolandia, MT 448 404 90,18 (87,04-92,77) 448 405 90,4* (87,29 - 92,97)
Correntina, BA (1) 448 347 77,46* (73,30 -81,24) 448 397 88,62* (85,30 - 91,41)
Prllma"era do 448 389 86,83* (83,34-89,82) 448 413 92,19* (89,30 - 94,49)
este, MT
Co"erzltl';‘a' BA 448 426 88,84  (8555-91,60) 448 398 95,09 (92,66 - 96,90)
Gampo Mourgo, 448 447 99,78 (98,76-100,0) 448 445 99,33 (98,06 - 99,86)
Rio Verde, GO 448 387 86,38* (82,86 -89,42) 448 409 91,29* (88,29 - 93,74)
Lucas do Rio 448 363 81,03* (77,08 - 84,55) 448 407 90,85* (87,79 - 93,35)

Verde, MT (I1)

*Houve diferenca estatistica entre a mortalidade da popula¢cdo amostrada no campo e a populacédo
suscetivel de referéncia pela ndo sobreposi¢cado dos intervalos de confianga 95%.

Quando expostas a concentracdo diagndstica de tetraniliprole na
concentracdo diagndéstica estabelecida por meio das curvas de concentracdo-
resposta de suscetibilidade de 0,74 ug i.a./cm? as lagartas provenientes das
populacdes amostradas apresentaram maior mortalidade (Figura 4.5). No entanto,
ainda diferiram da populacdo suscetivel de referéncia (Sus), com excecdo das
populacdes amostradas em Campo Mourdo (PR) com 99,33% (98,06 — 99,86%),
Araguari e Uberlandia (MG) com 98,51% (96,97 — 99,44%) e 98,66% (97,11 —
99,51%) de mortalidade, respectivamente. As amostradas no Estado do Mato
Grosso (Sorriso) e Bahia (Correntina 1) continuaram apresentando menores
mortalidades com mais de 11% a 26% de sobrevivéncia no monitoramento
fenotipico, respectivamente.

Em geral, foi observada elevada mortalidade para as populagcdes amostradas,
com uma variagdo de 77,68% a 99,33% (Figura 4.4) apresentando elevada

suscetibilidade da maioria das populagdes para tetraniliprole.
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Figura 4.4. Monitoramento fenotipico da suscetibilidade de Spodoptera frugiperda a tetraniliprole em
popula¢gBes amostradas em diferentes localidades brasileiras durante a primeira e segunda safra de
2021/22 na concentracéo diagnéstica da populacéo suscetivel de referéncia de 0,44 ug i.a/cm? (A) e
baseline de suscetibilidade de 0,74 pg i.a/lcm? (B).



101

Dose

Tetraniliprole 0,44 mg i.a/cm2 Tetraniliprole 0,74 mg i.a/cm2

Campo Mourdo, PR

Correntina, BA (1)

Correntina, BA (I1)

Deciolandia, MT

Dourados, MS

Cidade, UF

Lucas do Rio Verde, MT (1)

Lucas do Rio Verde, MT (I1)

Primavera do Leste, MT

Rio Verde, GO

Sorriso, MT

Suscetivel

Mortalidade %

Figura 4.5. Mapa de calor comparativo da mortalidade larval (%) de populacdes brasileiras de
Spodoptera frugiperda amostradas durante a primeira e segunda safra 2021/22 expostas a
concentracdes diagnosticas de tetraniliprole de 0,44 e 0,74 ug i.a./cm?.

4.3.3 Avaliagdo de resisténcia cruzada entre flubendiamide e
tetraniliprole

Os resultados das curvas de concentracdo-resposta para tetraniliprole nas
linhagens suscetivel e resistentes (BA-R, TF-R) estdo apresentados na Tabela 4.6.
Foi observado uma CL50 de 0,349 (0,023 — 0,008), 2,765 (2,111 — 3,790) e 29,052
(11,295 — 61,887) ug i.a./cm2 para as linhagens Sus, BA-R e TF-R, respectivamente,
apresentando diferencas significativas entre as trés linhagens. A linhagem resistente
TF-R apresentou maior resisténcia cruzada com uma razdo de resisténcia de
832,44-vezes em comparacao a linhagem BA-R com 79,23-vezes. Os dados obtidos
indicam uma elevada resisténcia cruzada das linhagens selecionadas para
flubendiamide e tetraniliprole, principalmente da linhagem que possui a mutacéo
14790K (TF-R).

Colors:
@ 100,00
@ 20,00
@ 80,00
© 70,00
@ 0,00
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Tabela 4.6. Dose-mortalidade das linhagens de Spodoptera frugiperda suscetivel (Sus) e resistente a
flubendiamide (BA-R e TF-R) em bioensaios de aplicacdo na superficie da dieta artificial a molécula
inseticida tetraniliprole.

. : . Coef. Angular CLso (IC 95%)
Linhagem | n | Ingrediente ativo + EP (Mg i.a/em?)
0,0349
+ -
Sus 816 1,47 +0,11 (0,023 — 0,008) 1253 | 11
BA-R 448 Tetraniliprole 1,41+0,14 2,765 7,06 9 79,23
P AL =D (2,111 — 3,790) ’ ’
29,052
- +
TF-R 736 0,73 + 0,06 (11,295 — 61,887) 20,05 7 832,44

agl, graus de liberdade
b Raz&o de resisténcia (RR), CLso linhagem resistente/CLso linhagem suscetivel

4.3.4 Dominancia funcional e eficacia de tetraniliprole em linhagens de
S. frugiperda resistentes a flubendiamide em condi¢cbes de
laboratorio
Com base no experimento foi possivel observar 100% (91,19 — 100%) de
mortalidade da linhagem suscetivel e heterozigotas (?Sus x dBA-R/TF-R; JSus x
9BA-R/TF-R) para tetraniliprole (Figura 4.6). Para as linhagens resistentes BA-R e
TF-R, foi observado baixa eficiéncia dos produtos, apresentando mortalidade de
10% (3,50 — 22,61%) e 22,5% (11,8 — 37,3%), respectivamente, ndo apresentando
diferencas significativas devido a sobreposicdo dos intervalos de confianca (Figura
4.6).

100 -I- I I

80

O Susceptible
BA-R

2SUS x 'BA-R
2BA-R x a*SUS
TF-R

28US x FTF-R
2TF-R x #SUS

60
404b b b b b b b

20+

orLT.I.I.L_LT ;

L
Control Tetraniliprole 200 SC
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o
o
goeaoonRaO

Tratamento

Figura 4.6. Mortalidade + intervalo de confianga (IC 95%) das linhagens Suscetivel, BA-R, TF-R e
heterozigotos (Sus ? x & BA-R/TF-R; & Sus x 2 BA-R/TF-R) em folhas de milho imersas em solucgéo
inseticida de Vayego® (Tetraniliprole 200 SC) na concentracdo de 150 mL/ha.
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Com base nos resultados obtidos na avaliacdo de eficacia de tetraniliprole na
linhagem resistente TF-R, foi possivel observar 100% (91,19 - 100%) de
mortalidade da linhagem Suscetivel em todas as doses testadas de tetraniliprole
(Figura 4.7). Para a linhagem resistente TF-R, foi observado maior eficiéncia na dose
de 300 mL/ha com mortalidade de 80% (64,35 — 90,94%), seguida da dose de 250 e
200 mL/ha com 65,00% (48,3 — 79,4%) e 62,5% (45,8 — 77,3%), e por fim a dose de
150 mL/ha com 32,5% (25,8 — 57,3%) (Figura 4.7).

E= Suscetivel = TF-R
a a b a b a b
100 =

o 80 bc ':LL
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= 60+
[
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T 40 d d
E
o 20+
= I
0- T T T T T
\& 2 2 2 2
({éo (&‘(\ 69‘(\ @\}Q &\30
P & WQQ BN )

Tratamento com Vayego® (Tetraniliprole 200 SC)

Figura 4.7. Mortalidade e intervalo de confianga (IC 95%) das linhagens TF-R e suscetivel em folhas
de milho imersas em solucdes inseticidas com diferentes concentracbes do produto Vayego®
(Tetraniliprole 200 SC).

4.4 Discussao

Com o objetivo de se investigar a suscetibilidade das popula¢des brasileiras a
tetraniliprole, foram estabelecidas das linhas-basicas de suscetibilidade para 10
populacdes de S. frugiperda, amostradas nas principais regides produtoras de milho
nas safras agricolas de 2018/19 e 2020/21. A definicdo de linhas-basicas de
suscetibilidade baseada em curvas de concentracdo-resposta € um dos primeiros
passos em programas de monitoramento da resisténcia, pois indicam a
suscetibilidade e a variacdo natural de diferentes populacdes. Foi possivel observar
uma variagdo de 1,43-vezes a 5,71-vezes entre as populacdes de S. frugiperda
coletadas em diferentes regides do Brasil, sendo as maiores variagcdes encontradas

em populacdes amostradas no Estado do Mato Grosso indicando uma menor
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suscetibilidade dessas populagcdes em comparacdo as demais (Ffrench-constant;
Roush, 1990). Linhas basicas de suscetibilidade a tetraniliprole também foram
estabelecidas para populacbes S. frugiperda da india que apresentou variagdes de
2,30-vezes (Kulye et al., 2021).

O monitoramento da suscetibilidade das populacbes de S. frugiperda foi
realizado utilizando duas concentracdes diagnésticas de 0,44 ug i.a./cm? e 0,74 ug
i.a./cm?, apresentando diferencas estatisticas na resposta de populacdes que
tiveram menores mortalidades como Bahia e Mato Grosso. Em geral, a
suscetibilidade das populacbes de S. frugiperda a tetraniliprole variou
geograficamente nos cinco Estados do Brasil, na safra 2021/22, com maior
suscetibilidade no Estado do Parana. As populacdes de S. frugiperda provenientes
dos Estados da Bahia e Mato Grosso tiveram as menores médias de mortalidade na
concentracdo diagndstica. Esse fato € esperado uma vez que as regides agricolas
do Cerrado brasileiro apresentam grandes areas de expansao agricola, plantios
sucessivos de hospedeiros da praga-alvo e cultivo de duas ou trés safras por ano
em areas irrigadas (Pereira et al. 2012, Rada 2013). Assim, o sistema de producao
intensivo no Cerrado brasileiro e a ampla plasticidade biolégica de S. frugiperda
favorecem o estabelecimento de uma alta densidade populacional e submetem as
populacdes de pragas a elevada pressdo de selecdo durante todo o ano. Como
previamente relatado, varios casos de resisténcia de S. frugiperda a diversos grupos
de inseticidas no Brasil, como piretroides (Diez-Rodriguez; Omoto, 2001),
organofosforados (Carvalho et al., 2013), inibidores da biosintese de quitina
(Nascimento et al., 2015), espinosinas (Okuma et al., 2018; Lira et al., 2020),
diamidas (Bolzan et al., 2019; Boaventura et al., 2020), benzoato de emamectina
(Muraro et al., 2021) e também a proteinas Bt (Omoto et al., 2016; Farias et al.,
2014; Bernardi et al., 2015; Bernardi et al., 2016) foram inicialmente descobertas
nessas mesmas regides. A adocao de estratégias efetivas de manejo da resisténcia
€ extremamente necessaria nessas regides, buscando a sustentabilidade de todas
as moléculas utilizadas para controle de S. frugiperda.

Foi observada uma elevada resisténcia cruzada entre tetraniliprole e as
linhagens resistentes BA-R, com uma razado de resisténcia de 79-vezes e TF-R com
831-vezes, suportando os dados obtidos no Capitulo 3, em que ambas as mutacdes
presentes nas linhagens (14790M e 14790K) mostraram impacto na ligacdo de

diamidas no receptor de rianodina (RyR). Destaque para a populacédo TF-R, a qual
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apresentou maiores razdes de resisténcia cruzada para todas as moléculas
diamidas (Okuma et al., 2022; Richardson et al., 2021). Os estudos de dominancia
funcional utilizando folhas de milho indicam elevada mortalidade dos heterozigotos
em doses recomendadas em bula (Vayego®, Bayer CropScience) e maior
mortalidade de individuos resistentes em reposta a dose, indicando uma maior
interacdo de tetraniliprole ao sitio de ligacdo das diamidas no RyR. Até o momento,
ndo houve relatos de resisténcia de nenhuma espécie a tetraniliprole (Zhang et al.,
2022), incluindo S. frugiperda (Kulye et al., 2021). No entanto, a implementacao de
estratégias de manejo de resisténcia adequadas e efetivas sdo cruciais para
manutencdo da eficiéncia de todas as moléculas desse grupo quimico. Estudos de
monitoramento de resisténcia a tetraniliprole devem ser conduzidos no Brasil,
buscando identificar precocemente decréscimos na suscetibilidade de populacdes
ao longo do tempo e de diferentes geografias em resposta a pressdo de selecdo
exercida em cada regido, buscando assim, avaliar a efetividade dos programas de

manejo da resisténcia e atualizar as medidas a serem implementadas.

4.5 Conclusodes
e Ha elevada suscetibilidade a tetraniliprole na maioria das populacdes de
S. frugiperda amostradas na safra de 2020/21;
e H& resisténcia cruzada entre tetraniliprole e flubendiamide em S.

frugiperda.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A resisténcia de insetos a inseticidas e proteinas Bt sera um dos problemas
da producéo agricola mundial, uma vez que o desenvolvimento de novos modos de
acdo, ndo acompanham os numeros de relatos de pragas com resisténcia a novos
grupos quimicos. Dessa maneira, preservar as ferramentas atualmente disponiveis é
essencial para manter a eficiéncia e sustentabilidade de moléculas com bom perfil
toxicologico e que possam ser associadas a programas de manejo integrado de
pragas, como as diamidas. Estudos de monitoramento, caracterizagdo das bases
genéticas e moleculares e 0 mecanismo associados a resisténcia sdo fundamentais
para a estruturacdo de programa de manejo da resisténcia eficiente. Neste estudo
foram utilizados diferentes métodos para monitorar a resisténcia de Spodoptera
frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) a inseticidas diamidas no Brasil. Foi
realizada a caracterizacdo das bases genéticas associadas a resisténcia de S.
frugiperda a flubendiamide em duas linhagens apresentando diferentes genétipos e
seus respectivos mecanismos de resisténcia. Além disso, foram estabelecidas
linhas-basicas de suscetibilidade para monitoramento de populacbes de S.
frugiperda a tetraniliprole, a mais recente inovacdo desse grupo quimico.

Os resultados obtidos no monitoramento da resisténcia de S. frugiperda a
inseticidas diamidas sugerem uma estabilidade na frequéncia de resisténcia dentro
de cada localidade nos ultimos 3 anos. Esse fator pode estar relacionado a utilizacdo
de ferramentas integradas para o0 manejo de S. frugiperda, como tratamento de
semente, utilizacdo de plantas genticamente modificadas expressando proteinas Bt
e a maior adocédo de inseticidas com diferentes modos de acdo. No entanto, como a
frequéncia do alelo de resisténcia se encontra alto nas populacdes, também
demonstram que outras estratégias de manejo da resisténcia devem ser
implementadas, a fim de se evitar falhas no controle em razdo da evolucdo da
resisténcia. A frequéncia da mutacdo 14790K presente nas populacbes de campo
apresenta maior risco para a sustentabilidade de todo o grupo quimico e reforca a
adocdo de estratégias de manejo de resisténcia, principalmente em areas
produtoras de algoddo e sementes de milho. A identificacdo e desenvolvimento de
metodologias rapidas e precisas para identificacdo dessas mutagBes podem ser
utilizadas em larga escala para monitoramento de sua evolugdo nas diferentes
populacdes e assim contribuir para estudos de modelagem e prever possiveis

impactos nas eficicéncia de controle.
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O padréao de heranca da resisténcia de S. frugiperda a flubendiamide nas
duas linhagens foi caracterizada como autoss6mica, incompletamente recessiva e
monogénica. Caracteristicas confirmadas nos estudos de dominancia funcional
utilizando plantas de milho e pela elevada relagcdo entre os resultados de F2 e
resultados de monitoramento fenotipico. Dessa maneira, a utilizacdo das doses
recomendadas em bula aliadas a uma boa tecnologia de aplicacdo garante quase a
totalidade da mortalidade dos individuos heterozigotos, estratégia fundamental para
diminuir o processo de evolucéo de resisténcia no campo.

A partir das linhas basicas de suscetibilidade a tetraniliprole foi possivel
determinar as concentracdes diagnosticas a serem utilizadas nos programas de
monitoramento de suscetibilidade de S. frugiperda. Resultados do monitoramento da
safra de 2021/22 apresentaram elevada suscetibilidade para a maioria das
populacdes testadas, apresentando menores mortalidade para as populacdes
amostradas e Sorriso (MT) e Correntina (BA). Em doses recomendadas do produto,
foi possivel observar 100% de mortalidade dos heterozigotos e até 80% de controle
de individuos resistentes, demonstrando uma maior efetividade da molécula em
populacdes resistentes.

As diamidas representam uma excelente op¢do para 0 manejo de S.
frugiperda, no entanto, medidas de manejo de resisténcia como o0 continuo
monitoramento da suscetibilidade e frequéncia alélica nas populacdes,
monitoramento e pulverizacdo de acordo com os niveis de acao, utilizacdo de
produtos seletivos a inimigos naturais, plantas transgénicas expressando proteinas
Bt eficientes, utilizacdo de doses recomendadas em bula e rotacdo de ativos com
diferentes modos de acdo deve ser implementadas com urgéncia para manutencao
da efetividade desse grupo quimico. Este estudo fornece informacdes para que
taticas de manejo integrado de pragas e manejo de resisténcia sejam
implementadas com o objetivo de diminuir a frequéncia de resisténcia no campo e

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





