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RESUMO

Resisténcia de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) a inseticidas

bloqueadores de canais de sédio

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) é a principal praga do milho no Brasil,
e seu controle tem sido baseado principalmente no uso de inseticidas quimicos e plantas
geneticamente modificadas que expressam toxinas de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt).
Varios casos de resisténcia de S. frugiperda a estas taticas de controle ja foram documentados
e a resisténcia tem sido uma das grandes ameagas em programas no manejo integrado de pragas
(MIP). Portanto, o uso de inseticidas com mecanism de acao unico como os bloqueadores de
canais de sodio (indoxacarb e metaflumizone) poderiam auxiliar em programas de manejo de
resisténcia de insetos (MRI). Para subsidiar um programa de MRI, o0s objetivos da presente
pesquisa foram (i) Caracterizar as linhas-basicas de suscetibilidade a indoxacarb e
metaflumizone em populacdes de S. frugiperda coletadas nas principais regides produtoras de
milho no Brasil; (ii) Monitorar a resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone em
populacdes coletadas nas safras agricolas de 2017 a 2020; (iii) Avaliar a resposta a indoxacarb
e metaflumizone em linhagens suscetiveis e resistentes de S. frugiperda a inseticidas e proteinas
Bt selecionadas em laboratorio; (iv) Selecionar linhagens de S. frugiperda resistente a
indoxacarb e metaflumizone para caracterizar as bases genéticas da resisténcia e a resisténcia
cruzada entre inseticidas que atuam nos canais de sodio; e (v) Avaliar os custos adaptativos
associados a resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone. A variagdo na
suscetibilidade foi baixa a indoxacarb (4,6 vezes) e a metaflumizone (2,6 vezes) entre as
populacdes de S. frugiperda coletadas em 2017. A frequéncia estimada dos alelos que confere
resisténcia a indoxacarb foi de 0,0452 (0,0382 - 0,0527 Cl 95%), usando o método F» screen,
em populaces de S. frugiperda coletadas em 2017 e 2018. A sobrevivéncia média na
concentracdo diagndstica baseada na CLgg variou de 0,2 a 12,2% para indoxacarb e de 0,0 a
12,7% para metaflumizone em populagdes de S. frugiperda coletadas em diferentes regides do
Brasil de 2017 a 2020. A raz&o de resisténcia de S. frugiperda para indoxacarb foi de ~ 30 vezes
e para metaflumizone foi > 600 vezes. Nao foi detectada resisténcia cruzada entre os inseticidas
blogqueadores de canais de sédio (indoxacarb e metaflumizone) e outros inseticidas
(chlorpyrifos, lambda-cyhalothrin, lufenuron, teflubenzuron, spinetoram e chlorantraniliprole)
e proteinas Bt (CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF e Vip3Aa20). Por outro lado, foi verificada a
presenca de resisténcia cruzada entre os inseticidas indoxacarb e metaflumizone. O padrdo de
heranca da resisténcia de S. frugiperda para indoxacarb e metaflumizone foi autossémica,
incompletamente recessiva e com efeito poligénico. Além disso, foi verificada a presenca de
custos adaptativos associados a resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone,
baseado nos parametros bioldgicos avaliados em condigdes de laboratério na auséncia de
pressdo de selecdo. Portanto, baseado nas informac6es obtidas no presente estudo, indoxacarb
e metaflumizone séo importantes ferramentas a serem explorados em programas de MRl em S.
frugiperda no Brasil.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho do milho, Manejo da resisténcia de insetos, Indoxacarb,
Metaflumizone



ABSTRACT

Resistance of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) to sodium channel blocker

insecticides

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) is the major maize pest in Brazil, and
its control have been based on the use insecticides and transgenic plants expressing proteins of
Bacillus thuringiensis Berliner (Bt). Several cases of S. frugiperda resistance to these control
tactics have already been documented and resistance has been one of the major threats to
integrated pest management (IPM) programs. Therefore, the use of insecticides with new modes
of action such as sodium channel blockers (indoxacarb and metaflumizone) could help in insect
resistance management programs (IRM). To develop an IRM program, the goals of this research
were (i) To characterize the baseline susceptibility to indoxacarb and metaflumizone in S.
frugiperda populations colletected from major maize-growing regions in Brazil; (ii) To monitor
the S. frugiperda resistance to indoxacarb and metaflimizone in populations collected from
2017 to 2020 growing seasons; (iii) To evaluate the response to indoxacarb and metaflumizone
in strains of S. frugiperda susceptible and resistant to some selected insecticides and Bt proteins;
(iv) To select a resitant strain of S. frugiperda resistant to sodium channel blockers insecticides
under laboratory coditions to characterize the genetic basis of resistance and cross-resistance
between insecticides that act on sodium channels; and (v) To evaluate fitness costs associated
with resistance of S. frugiperda to indoxacarb and metaflumizone. Low variation in
susceptibility to indoxacarb (4.6-fold) and metaflumizone (2.6-fold) was detected in
populations of S. frugiperda collected in 2017. The frequency of the resistance allele to
indoxacarb was 0.0452 (0.0382 - 0.0527 CI 95%), by using F> screen method. The mean
survival at diagnostic concentration, based on LCgg, varied from 0.2 to 12.2% for indoxacarb
and from 0.0 to 12.7% for metaflumizone in populations of S. frugiperda collected in Brazil
from 2017 to 2020. The resistance ratio of S. frugiperda to indoxacarb was ~ 30-fold and to
metaflumizone was > 600-fold. No cross-resistance was detected between sodium channel
blocker insecticides (indoxacarb and metaflumizone) and other insecticides (chlorpyrifos,
lambda-cyhalothrin, lufenuron, teflubenzuron, spinetoram and chlorantraniliprole) and Bt
proteins (CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF and Vip3Aa20). On the other hand, cross-resistance
between indoxacarb and metaflumizone was detected. The inheritance of resistance of S.
frugiperda to indoxacarb and metaflumizone was autosomal, incompletely recessive and with
polygenic effect. In addition, significant fitness costs associated with S. frugiperda resistance
to indoxacarb and metaflumizone were observed in life history traits evaluated under laboratory
conditions in the absence of selection pressure. Thus, based on information obtained in this
study, indoxacarb and metaflumizone are important tools to be exploited in IRM programs in
Brazil.

Keywords: Fall armyworm, Insect resistance management, Indoxacarb, Metaflumizone
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1. INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), é
considerada a principal praga do milho nas Ameéricas, além de atacar outras culturas de
importancia econdmica. No Brasil, o problema com S. frugiperda tem se agravado em regifes
como o Cerrado, devido as condigdes climaticas que permitem o cultivo durante todo o ano
(Pereira et al. 2012, Rada 2013, Strassburg et al. 2017), favorecendo assim um maior nimero
de geracdes de S. frugiperda por ano e o estabelecimento de uma alta densidade populacional
da praga (Pogue 2002, Barros et al. 2010, Casmuz et al. 2010, Montezano et al. 2018).
Recentemente, S. frugiperda ganhou notoriedade no cenario agricola mundial, pois foi relatado
surtos desta praga na Africa, Asia e Australia, demonstrando a alta capacidade de migracéo da
espécie e o grande potencial de prejuizo em diversas culturas (Goergen et al. 2016, Stokstad
2017, Ganiger et al. 2018, Toepfer et al. 2019, Jing et al. 2020, Queensland Government
Department of Agriculture and Fisheries 2020).

De acordo com Arthropod Pesticide Resistance Database, ha registros de 144 casos de
resisténcia de S. frugiperda a inseticidas (APRD 2021). No Brasil, casos de resisténcia de S.
frugiperda para diferentes grupos de inseticidas, tais como piretroides, organofosforados,
inibidores de biossintese de quitina, espinosinas e diamidas ja foram documentados (Diez-
Rodriguez & Omoto 2001, Carvalho et al. 2013, Nascimento et al. 2016, Okuma et al. 2018,
Bolzan et al. 2019, Nascimento 2019, Lira et al. 2020), assim como para as proteinas Cry1lF
(Farias et al. 2014) e CrylAb (Omoto et al. 2016) expressas em hibridos de milho
geneticamente modificado que expressam toxinas de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt),
comprometendo outras tecnologias Bt devido a resisténcia cruzada entre proteinas do grupo
Cryl (Bernardi et al. 2015, Horikoshi et al. 2016). Sendo assim, o0 uso de inseticidas para o
manejo de S. frugiperda ainda tem sido necessario no Brasil.

Dentre os inseticidas recomendados para o controle de S. frugiperda estdo os
blogueadores de canais de sédio (indoxacarb e metaflumizone), classificado no Grupo 22 de
acordo com o IRAC (Comité de Acdo a Resisténcia a Inseticidas). Esses inseticidas apresentam
modo de agdo Unico pois se ligam ao poro dos canais de sodio abertos quando a membrana
ainda esta despolarizada e bloqueia os canais de sddio. Nestas condi¢fes, a transmissdo do
impulso nervoso nédo ocorre, o que resulta em paralisia e morte do inseto (Wing et al. 2000,
McCann et al. 2001). Ambos os inseticidas oferecem excelente controle de algumas pragas da
ordem Lepidoptera, além de Coleoptera, Hemiptera, Hymenoptera, Diptera e Blattaria (Salgado

& Hayashi 2007, Silver et al. 2010). Esses inseticidas apresentam grande importancia e sao
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ideais em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) por possuir baixa toxicidade para
inimigos naturais e perfis toxicologicos e ecotoxicologicos favoraveis (Hewa-Kapuge et al.
2009, Wanumen et al. 2016, Demirci et al. 2018).

Indoxacarb, descrito primeiramente por McCann et al. (2001), pertence ao grupo das
oxadiazinas (Subgrupo 22A). Considerado um pro-inseticida, ha necessidade de ativacdo
metabdlica pela acdo hidrolisante de enzimas (esterases ou amidases) presentes no inseto que
resultam na formacao do metabolito JT333 (N-decarbomethoxyllated) causando blogueio dos
canais de sodio (von Stein et al. 2013). Ap6s a metabolizagdo do indoxacarb surge sintomas de
neuro intoxicacdo o que ocasiona pequenas convulsdes e até a paralisia do inseto seguida de
morte. A atuacao é mais por ingestdo, como observado em lagartas de S. frugiperda que sdo 2,5
vezes mais sensiveis por meio oral que por meio tépico (Wing et al. 1998, 2000). Ja o
metaflumizone pertence ao grupo das semicarbazonas (Subgrupo 22B) e, ao contrario de
indoxacarb, ndo requer metabolizagdo para produzir o composto ativo, mas apresenta sintomas
neurotdxicos idénticos nos insetos (Salgado & Hayashi 2007, Silver et al. 2010).

Apesar de os inseticidas blogueadores de canais de sodio terem sido lancados
recentemente no mercado ja foram relatados diversos casos de resisténcia no mundo, tais como
em Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) em cultivos de algoddo na Austrélia e
China (Bird 2017, Bird et al. 2017, Cui et al. 2018), Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae)
no Paquistdo (Ahmad et al. 2008, Sayyed et al. 2008), Spodoptera exigua (Lepidoptera:
Noctuidae) (Su e Sun 2014, Ahmad et al. 2018), Plutella xylostella (Lepdoptera: Plutellidae) na
China (Khakame et al. 2013, Wang et al. 2016, Shen et al. 2017, Zhang et al. 2017) e Tuta
absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) na Grécia (Roditakis et al. 2017). No Brasil, o inseticida
indoxacarb tem sido comercializado ha mais de 10 anos e ja foram confirmados casos de
resisténcia em P. xylostella (Santos et al. 2011), T. absoluta (Silva et al. 2011) e Sitophilus
zeamais (Coleoptera: Curculionidae) (Haddi et al. 2015). J& metaflumizone estd no mercado ha
menos de cinco anos, contudo ja foi relatado um caso de resisténcia para T. absoluta (Silva, et
al. 2016b). Assim, os inseticidas bloqueadores de canais de sodio também apresentam um alto
risco de evolucdo da resisténcia em diferentes insetos pragas, caso estratégia de manejo da
resisténcia ndo sejam implementadas. Contudo, a presenca de resisténcia cruzada pode
influenciar a evolugdo da resisténcia devido a pressdo de selecdo por outros inseticidas, e
estudos sobre a possibilidade de resisténcia cruzada fornecem subsidios para adocdo de
estratégias proativas de manejo da resisténcia (Roush & Mckenzie 1987).

A maioria dos trabalhos de resisténcia a inseticidas bloqueadores de canais de sédio

evidencia que a desintoxicagdo metabdlica estd envolvida como principal mecanismo de
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resisténcia (Shono et al. 2004, Nehare et al. 2010, Pang et al. 2012, Tian et al. 2014, Haddi et
al. 2015, Silva, et al. 2016 a, Bird 2017). Entretanto, a resisténcia tanto ao indoxacarb quanto a
metaflumizone foram atribuidas a duas mutagdes F1845Y e V1848, identificadas no segmento
S6 do dominio IV dos canais de sddio em duas populagées de P. xylostella (Wang et al. 2016)
e as mesmas mutacdes foram identificadas em uma populacdo resistente a estes inseticidas
em T. absoluta na Grécia e Italia (Roditakis et al. 2017). Quando as muta¢Ges foram expressas
em o0citos de Xenopus, verificou-se que as mutacGes reduziram quase igualmente a inibicéo da
corrente de sddio pelo indoxacarb e metaflumizone (Jiang et al. 2015). Posteriormente, essas
mutacgdes foram testadas in vitro empregando a estratégia CRISPR / Cas9 para gerar cepas de
Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophiladae) portadoras destas mutacdes. Os resultados
indicaram que ambas as mutacdes conferem resisténcia a indoxacarb e a metaflumizone, sendo
que a mutagdo F1845Y conferiu uma maior razéo de resisténcia a metaflumizone (Samantsidis
et al. 2019).

Para a implementacdo de estratégias de manejo da resisténcia, uma das principais
etapas esta no monitoramento da resisténcia, pois permite detectar alteraces na suscetibilidade
antes que a frequéncia critica da resisténcia seja atingida e auxilia na tomada de decisoes e
retardar a evolucdo da resisténcia (Roush & Miller 1986, Downes et al. 2007). O monitoramento
pode ser caracterizado como fenotipico ou genotipico, em que no monitoramento fenotipico é
possivel mediante a comparacao entre as estimativas das concentracdes letais das populacdes
de campo com populacdes suscetiveis de referéncia ou ainda com o uso de concentracfes
diagnosticas ou discriminatorias, sendo este ltimo o mais recomendado (Roush & Miller 1986,
ffrench-Constant & Roush 1990). O método genotipico baseia-se em técnicas de F1 screen ou
F2screen em que ambos 0os métodos permitem estimar a frequéncia inicial de alelos resistentes
em populagdes de campo. O método F1 screen € menos custoso e trabalhoso, comparado ao F»
screen, entretanto ha a necessidade de se ter a linhagem resistente ja selecionada (Andow &
Alstad 1998, Andow & lves 2002).

Um dos pontos a serem considerados para a implementacdo de estratégias de manejo
da resisténcia esta relacionado a compreensao dos fatores genéticos que afetam a sua evolucéo
(Georghiou & Taylor 1977, Roush & McKenzie 1987). O padrdo de heranca genética da
resisténcia e o conhecimento a respeito do nimero de genes envolvidos na resisténcia de insetos
possuem grande influéncia na evolucédo da resisténcia pois interfere na velocidade da evolugédo
da resisténcia mediante as pressdes de selecdo com inseticidas em condi¢bes de campo
(Georghiou & Taylor 1977). A selecdo de alelos de resisténcia pode estar associada a custos
adaptativos (Gassmann et al. 2009, Kliot & Ghanim 2012, Freeman et al., 2021). Os insetos
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resistentes exibem menor aptiddo (por ex. paramétros de tabelas de vida e fertilidade) na

auséncia de pressdo de selecdo do que os insetos suscetiveis (Gassmann et al. 2009, Kliot &
Ghanim 2012, Freeman et al., 2021).

Para subsidiar a implantacdo de estratégias de manejo da resisténcia e preservar a

eficacia dos inseticidas bloqueadores de canais de sédio para 0 manejo de S. frugiperda no

Brasil, os objetivos deste estudo foram:

Caracterizar as linhas-basicas de suscetibilidade a indoxacarb e metaflumizone
em populac@es de S. frugiperda coletadas nas princiapis regides produtoras de
milho no Brasil;

Monitorar a resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone no
Brasil em populagdes coletadas nas safras agricolas de 2017 a 2020;

Avaliar a resposta a indoxacarb e metaflumizone em linhagens suscetiveis e
resistentes de S. frugiperda a inseticidas e proteinas Bt;

Selecionar linhagens de S. frugiperda resistente a indoxacarb e metaflumizone
e caracterizar as bases genéticas da resisténcia e a resisténcia cruzada entre
inseticidas que atuam nos canais de sodio; e

Avaliar os custos adaptativos associados a resisténcia de S. frugiperda a

indoxacarb e metaflumizone.
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2. LINHAS-BASICAS DE SUSCETIBILIDADE, MONITORAMENTO

RESUMO

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) € uma das principais
pragas de culturas agricolas nos agroecossistemas brasileiros. A resisténcia de S.
frugiperda ja foi relatada a alguns inseticidas convencionais e proteinas Bt.
Portanto, o uso de inseticidas com modo de a¢do Unico tais como os bloqueadores
de canais de sodio (indoxacarb e metaflumizone) pode ser uma ferramenta
importante nos programas de Manejo de Resisténcia a Inseticidas (MRI). Para
implementar um programa de MRI proativo, foram realizados estudos de (i)
caracterizacdo das linhas-basicas de suscetibilidade e monitoramento da resisténcia
a indoxacarb e metaflumizone em 87 populacbes de campo de S. frugiperda
coletadas nas principais regides produtoras de milho no Brasil de 2017 a 2020, (ii)
estimativa da frequéncia dos alelos de resisténcia ao indoxacarb, e (iii) avaliacdo da
resisténcia cruzada de indoxacarb e metaflumizone para alguns inseticidas e
proteinas Bt. Foi detectada baixa variagdo na suscetibilidade a indoxacarb (4,6
vezes) e a metaflumizone (2,6 vezes) em populacdes de S. frugiperda coletadas em
2017. A frequéncia estimada dos alelos que conferem resisténcia a indoxacarb foi
de 0,0452 (0,0382 - 0,0527 CI 95%), usando 0 método F» screen. A sobrevivéncia
média na concentracdo diagndstica, baseada na CLgg, variou de 0,2 a 12,2% para
indoxacarb e de 0,0 a 12,7% para metaflumizone, confirmando a alta
suscetibilidade da S. frugiperda a estes inseticidas no Brasil. Ndo foi detectada
resisténcia cruzada entre inseticidas bloqueadores de canais de sédio (indoxacarb e
metaflumizone) e outros inseticidas (chlorpyrifos, lambda-cyhalothrin, lufenuron,
teflubenzuron,  spinetoram e  chlorantraniliprole) e  proteinas Bt
(Cry1A.105/Cry2Ab2/CrylF e Vip3Aa20). Tais resultados demonstram que 0s
inseticidas bloqueadores de canais de sodio sdo importantes ferramentas a serem
explorados nas estratégias de MRI de S. frugiperda no Brasil.

Palavras-chave: 1. Lagarta-do-cartucho do milho 2. Bloqueadores dos canais de
sodio 3. Indoxacarb 4. Metaflumizone 5. Manejo de resisténcia de insetos

ABSTRACT

Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) is one of the key cross-
crop pests in Brazilian agroecosystems. Field-evolved resistance of S. frugiperda to
some conventional insecticides and Bt proteins has already been reported. Thus, the
use of insecticides with new mode of action such as sodium channel blockers
(indoxacarb and metaflumizone) could be an important tool in insecticide resistance
management (IRM) programs. To implement a proactive IRM, we conducted

E

RESISTENCIA CRUZADA DE Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) A INSETICIDAS BLOQUEADORES DE CANAIS DE SODIO NO
BRASIL
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baseline response and monitoring to indoxacarb and metaflumizone in 87 field
populations of S. frugiperda collected from major maize-growing regions of Brazil
from 2017 to 2020, estimated the frequency of resistance alleles to indoxacarb, and
evaluated cross-resistance of indoxacarb and metaflumizone to some selected
insecticides and Bt proteins. Low variation in susceptibility to indoxacarb (4,6-fold)
and metaflumizone (2,6-fold) was detected in populations of S. frugiperda in 2017.
The frequency of the resistance allele to indoxacarb was 0,0452 (0,0382 — 0,0527
C1 95%), by using F- screen method. The mean survival at diagnostic concentration,
based on CLogo, varied from 0,2 to 12,2% for indoxacarb and from 0,0 to 12,7% for
metaflumizone, confirming high susceptibility of S. frugiperda to these insecticides
in Brazil. No cross-resistance was detected between sodium channel blocker
insecticides (indoxacarb and metaflumizone and other insecticides (chlorpyrifos,
lambda-cyhalothrin, lufenuron, teflubenzuron, spinetoram and chlorantraniliprole)
and Bt proteins (CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF and Vip3Aa20). These findings
showed that sodium channel blocker insecticides are important candidates to be
exploited in IRM strategies of S. frugiperda in Brazil.

Key words: 1. Fall armyworm 2. Sodium channel blockers 3. Indoxacarb, 4.
Metaflumizone 5. Insect resistance management

*Este capitulo foi aceito na revista Journal of Economic Entomology. Referéncia:
Ingrid S. Kaiser, Rubens H. Kanno, Anderson Bolzan, Fernando S. A. Amaral,
Ewerton C. Lira, Aline S. Guidolin, Celso Omoto. Baseline response, monitoring
and cross-resistance of Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) to sodium
channel blocker insecticides in Brazil. Journal of Economic Entomology, 2021,
toab011, https://doi.org/10.1093/jee/toab011

2.1. Introducéo

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) , é
uma das principais pragas agricolas 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). Recentemente, esta praga invadiu a Africa, Asia e Australia, e estd rapidamente se
espalhando pelos continentes causando perdas econdmicas (Goergen et al. 2016, Stokstad 2017,
Ganiger et al. 2018, Jing et al. 2020, Queensland Government Department of Agriculture and
Fisheries 2020).

O uso de inseticidas e plantas geneticamente modificadas que expressam proteinas de
Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) s@o as principais taticas para o controle de S. frugiperda no
Brasil e no mundo. A resisténcia de S. frugiperda no Brasil ja foi relatada para alguns inseticidas

convencionais como 0s pertencentes ao grupo de piretroides (Diez-Rodriguez & Omoto 2001,
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Carvalho et al. 2013), organofosforados (Carvalho et al. 2013), benzoilureias (Nascimento et
al. 2016), espinosinosinas (Okuma et al. 2018), diamidas (Bolzan et al. 2019) e proteinas Bt
(Farias et al. 2014, Omoto et al. 2016). Para o controle de lepiddpteros praga no Brasil, o
namero de pulverizagcdes com inseticidas varia de acordo com a utilizagdo das tecnologias Bt
nas diferentes culturas e a regido agricola, mas em media é necessario 7 a 9 pulveriza¢des em
algoddo, 2 a5 em milho e 2 a 3em soja. Assim, o uso de inseticidas com modo de acdo diferente
pode ser uma ferramenta importante nos programas de manejo de resisténcia a inseticidas.

Os inseticidas blogqueadores de canais de sodio, tais como indoxacarb e
metaflumizone, destacam-se por seu modo de ac¢éo Unico ao bloquear os canais de sédio (Wing
et al. 2000, McCann et al. 2001), pela baixa toxicidade para inimigos naturais e perfis
toxicoldgicos e ecotoxicoldgico favoraveis. Estas caracteristicas sdo ideais para programas de
Manejo Integrado de Pragas (MIP) (Hewa-Kapuge et al. 2009, Wanumen et al. 2016, Demirci
et al. 2018). Desta forma, os inseticidas bloqueadores de canais de sodio sdo uma alternativa ao
manejo da resisténcia aos inseticidas S. frugiperda e ainda ndo foram relatadas falhas de
controle desta praga com o uso destes inseticidas.

No Brasil, indoxacarb esta no mercado ha mais de 10 anos e ja foram confirmados
casos de resisténcia em Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) (Santos et al. 2011), Tuta
absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) (Silva et al. 2011) e Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae) (Haddi et al. 2015). Metaflumizone esta no mercado ha menos de cinco anos,
mas ja foi relatado um caso de resisténcia para T. absoluta. (Silva et al. 2016). Assim, 0s
inseticidas bloqueadores de canais de sddio mostram risco potencial de evolugdo da resisténcia
em diferentes insetos pragas.

As estratégias no manejo de resisténcia para S. frugiperda incluem a rotacdo de
inseticidas com diferentes modos de acdo que nao apresentem resisténcia cruzada. Ha poucos
relatos de resisténcia cruzada entre os inseticidas bloqueadores de canais de sddio e outros
grupos de inseticidas e proteinas Bt (Sayyed et al. 2005, Khakame et al. 2013, Bird & Downes
2014). Entretanto, o nimero de casos de resisténcia cruzada pode aumentar, especialmente com
inseticidas do grupo dos piretroides que atuam no mesmo sitio de acdo (Zhorov e Dong 2017).
Além disso, ja foi relatado resisténcia cruzada moderada ao indoxacarb para uma populacéo de
P. xylostella resistente a cipermetrina (Nehare et al. 2010). Portanto, estudos de resisténcia
cruzada entre os inseticidas devem ser levado em consideragdo para elaborar estratégias de
MRI.

No presente estudo, foram realizados estudos de (i) caracterizacdo das linhas-béasicas

de suscetibilidade e monitoramento da resisténcia a indoxacarb e metaflumizone em populacdes
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de campo de S. frugiperda coletadas nas principais regides produtoras de milho no Brasil de
2017 a 2020, (ii) estimativa da frequéncia dos alelos de resisténcia ao indoxacarb, e (iii)
avaliacdo da resisténcia cruzada entre indoxacarb e metaflumizone e alguns outros inseticidas

e proteinas Bt.

2.2. Material e métodos
2.2.1. Insetos

As populages de S. frugiperda foram coletadas nas principais regides de cultivo de
milho no Brasil de 2017 a 2020 nos campos de milho ndo-Bt (Tabela 2.1, Figura 2.1). Para cada
populacdo de campo, foram coletadas aproximadamente 1000 lagartas, transportadas em copos
plasticos individuais contendo dieta artificial a base de germe de trigo, levedura de cerveja,
proteina de soja e caseina (Kasten et al. 1978) onde permaneceram até a fase de pupa. As pupas
foram transferidas para gaiolas de policloreto de vinila (PVC) (10 cm diametro x 20 cm altura),
revestidas internamente com papel para servir como substrato para oviposi¢do. Os adultos
foram alimentados com uma solucdo de mel a 10% e a cada dois dias, o papel em oviposicdo e
a solugédo de mel foram substituidos. As massas de ovos eram mantidas em copos de plastico
(100 mL) com papel umedecido até a eclosdo das lagartas, e entdo transferidos para copos de
plastico contendo dieta artificial e mantidos até atingirem o terceiro instar, no qual foram
utilizadas nos bioensaios.

A linhagem de referéncia suscetivel (SUS) foi proveniente da Embrapa Milho e Sorgo
(Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil). Esta linhagem vem sendo mantida em laboratério nas
mesmas condigdes descritas anteriormente na auséncia de pressao de selegéo de inseticidas e
proteinas Bt por mais de 20 anos. Os insetos e bioensaios foram mantidos em condigdes de

controladas de 25+2 °C, 70+10% de umidade relativa, e fotoperiodo de 14:10 h de luz/escuro.

2.2.2. Inseticidas e bioensaios

O bioensaio de ingestéo foi realizado em placas de 24 células (Corning® Costar®, S&o
Paulo, Brasil), com aproximadamente 1,25 mL de dieta artificial por célula (area de 1,9 cm?).
Diferentes concentragdes dos os inseticidas indoxacarb (Avatar®, 150 g de i.a. L, FMC
Quimica do Brasil LTDA) e metaflumizone (Verismo®, 240 g de i.a. L, Basf S. A.) foram

diluidos em agua destilada com adigdo de 0,1 % (v/v) do surfactante Triton®. Em cada célula
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foi aplicado 30 pL da solucdo inseticida, e apos a secagem foi inoculado uma lagarta de terceiro
instar por célula. A mortalidade das lagartas foi avaliada apos 48 horas, sendo consideradas
mortas quando ndo apresentava movimento coordenado ap6s um leve toque de um pincel. Foi

utilizada a mesma metodologia para ambos inseticidas.

2.2.3. Caracterizacdo das linhas-béasicas de suscetibilidade de S. frugiperda a

indoxacarb e metaflumizone

Sete populagfes de campo coletadas durante as safras de milho dos anos agricolas
2017 e 2018 e a linhagem SUS foram utilizadas para caracterizacdo das linhas-basicas de
suscetibilidade de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone (Figura 2.1, Tabela 2.1). Para
ambos os inseticidas, seis a oito concentragdes dos inseticidas variando de 1 a 100 pg mL™*
foram avaliadas para fornecer 5 e 95% de mortalidade. O tratamento controle consistiu de 4gua
destilada mais o surfactante. Os bioensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente

casualizado, em cada concentracdo foram testadas pelo menos 72 lagartas de terceiro instar.

Tabela 2.1 Populacdes de Spodoptera frugiperda utilizadas na caracterizacdo das linhas-basicas de
suscetibilidade a indoxacarb e metaflumizone.

Cddigo da populagéo Local Latitude Longitude Data da coleta

SUS Laboratorio - - -

BA 48 Séo Desidério — BA 12°51°12,096” 45°28°12,7” Jul. 2017

GO 40 Rio Verde — GO 17047 53" 50°55' 41" Dez. 2016

MG 26 Divisa Nova — MG 21°30°35” 46°16°42” Dez. 2016

MT 43 Lucas do Rio Verde — MT 13°03' 01" 55°54' 40" Mar. 2017
PR 74 Cascavel — PR 24°57' 21" 53°27' 19" Mar. 2017
SC6 Guatambu — SC 27°07°52,79”  52°45°33,1” Nov. 2016

SP 24 Casa Branca — SP 21°34°49,87°  47°05°20,5” Dez. 2016
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Figura 2.1 Locais de coleta das populacdes de Spodoptera frugiperda utilizadas na caracterizacdo das
linhas-basicas de suscetibilidade a indoxacarb e metaflumizone.

2.2.4. Monitoramento de suscetibilidade de S. frugiperda a indoxacarb e

metaflumizone

O monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone
foi realizado em 87 populacdes de campo coletadas durante as safras de 2017 a 2020 (Figura
2.2), utilizando concentragdo diagndstica de cada inseticida, baseada na CL g9 estimada por meio
da anélise conjunta das linhas-basicas de suscetibilidade. Foram testadas 20 repeticOes de 24
lagartas de terceiro instar por repeticéo totalizando 480 lagartas por populacdo. O procedimento

de bioensaio foi a mesma descrita anteriormente (item 2.2.2).
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Figura 2.2 Locais de coleta das populac6es de Spodoptera frugiperda utilizados no monitoramento da
suscetibilidade a indoxacarb e metaflumizone. (A) Primeira safra da cultura do milho 2017, 2018, 2019
e 2020; (B) segunda safra da cultura do milho 2017, 2018, 2019 e 2020; (C) entressafra da cultura do

milho 2017/2018, 2018/2019 e 2019/2020.
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2.2.5. Estimativa da frequéncia de alelos da resisténcia de S. frugiperda a

indoxacarb

Para estimar a frequéncia de alelos de resisténcia do S. frugiperda a indoxacarb foi

utilizado o método de F screen proposto por Andow &Alstad (1998). As populagdes de campo

foram coletadas em cultivos de milho nas safras de 2017 e 2018 provenientes dos principais

estados produtores (Tabela 2.2). As lagartas coletadas foram transportadas para o laboratorio e

mantidas em dieta artificial até a fase de pupa. As pupas foram sexadas e individualizadas em

copos plasticos (50 mL) em papel filtro umedecido para manter a umidade. Ap6s a emergéncia

dos adultos, os casais foram formados em copos plasticos (500 mL) e cada casal (Po) foi

considerado uma isolinha. Para cada isolinha, 96 larvas da geracdo F; foram criadas até a fase

adulta e colocadas juntas em gaiolas para acasalamento. Os bioensaios foram realizados com

lagartas de terceiro instar da geracdo de F».

Tabela 2.2 Populagbes de Spodoptera frugiperda utilizadas para estimar a frequéncia dos alelos de

resisténcia a indoxacarb.

Cddigo da ) )
vopulacdo Local Latitude Longitude Data
2017
BA 47 Luis Eduardo Magalhaes - BA 11°57°34,60”  46°05°54,06”  Dez 2016
BA 48 Sé&o Desidério - BA 12°51°12,096”  45°28°12,72”  Jul. 2017
GO 41 Rio Verde - GO 17°42°58” 51°10°46” Dez. 2016
MT 40 Lucas do Rio Verde MT 12°33°41,04”  56°09°41,65”  Mar. 2017
SP 24 Casa Branca - SP 21°34°49,87”  47°05°20,51”  Dez.2016
2018
BA 49 Sao Desidério - BA 13°15°51,70” 46°08”45,82” Dez. 2017
GO 46 Rio Verde - GO 17°44° 38,877 50°51°13,82” Dez. 2017
MT 45 Lucas do Rio Verde - MT 13°09° 49,25 56°00° 24,88” Mar. 2018
PR 78 Cascavel - PR 24°45°36,08” 53°40°10,16” Mar. 2018
SP 28 Casa Branca - SP 22°05° 57,08 47°01° 39,58 Abr. 2018

Para cada isolinha foram testadas 5 repeticdes de 24 lagartas de terceiro instar

totalizando 120 lagartas. Foi utilizado a concentragdo diagndstica de 100 pg mL™ para

indoxacarb, de acordo com o método de bioensaio descrito anteriormente (item 2.2.2). A
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isolinha foi considerada positiva quando pelo menos oito lagartas sobreviventes dos bioensaios

atingiram a fase adulta, de acordo com o critério reportado por Andow & Alstad (1998).

2.2.6. Resisténcia cruzada entre indoxacarb e metaflumizone e alguns outros

inseticidas e proteinas Bt

Para avaliar os padrbes de resisténcia cruzada entre indoxacarb e metaflumizone e
alguns outros inseticidas e proteinas Bt (Tabela 2.3), utilizou-se 0 mesmo método de bioensaio
mencionado no item 2.2.3. Foram utilizadas lagartas de terceiro instar provenientes das
linhagens suscetivel de referéncia e resistentes a cada inseticida/proteina Bt em bioensaios
concentracdo-resposta para os inseticidas indoxacarb e metaflumizone. As lagartas foram
expostas de seis a oito concentracdes para ambos o0s inseticidas espacadas logaritmicamente. O
tratamento controle consistiu de agua destilada mais o surfactante. Os bioensaios foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, sendo que em cada concentragdo foram

testadas pelo menos 72 lagartas de terceiro instar.

Tabela 2.3 Linhagens de Spodoptera frugiperda suscetivel e resistentes a diferentes
inseticidas/proteinas Bt utilizadas na avaliagéo da resisténcia cruzada.

Cadigo da ) ) i o
linhagem Ingrediente ativo/ Proteina Bt Local Referéncia
SUS - Laboratorio -

Diam - R Chlorantraniliprole Correntina, BA (Bolzan et al. 2019)
Spin-R Spinetoram Barreiras, BA (Lira et al. 2020)
Chlor -R Chlorpyrifos Luis Eduardo Magalhdes, BA  (Nascimento 2019)
Lam-R Lambda-Cyhalothrin Palotina, PR (Nascimento 2019)
Luf-R Lufenuron Sé&o Desidério, BA (Nascimento 2019)
Teflu - R Teflubenzuron Sapezal, MT (Nascimento 2019)
PW-R Cry1A.105/Cry2Ab2/CrylF Séo Desidério, MT (Bernardi et al. 2015)
VIP -R Vip3Aa20 Lucas do Rio Verde, MT (Bernardi et al. 2016)

2.2.7. Andlise de dados

Os dados de concentragdo-resposta de indoxacarb e metaflumizone foram submetidos

a analise Probit mediante o uso do programa PoloPlus (LeOra software 2002) para
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caracterizagdo das linhas-basicas de suscetibilidade e avaliacdo da resisténcia cruzada. Foram
estimadas as CLsos e CLgeS com seus correspondentes intervalos de confianca de 95% (ClIs),
coeficiente angular e o valor do qui-quadrado (y?). Para o padréo de resisténcia cruzada, a razéo
de resisténcia (RR) foi calculada dividindo-se o valor LCso de cada linhagem resistente pelo
valor LCsp correspondente da linhagem SUS.

Para estimar a concentracdo diagnéstica a ser utilizada no monitoramento da
suscetibilidade, foi realizada a analise conjunta dos dados das linhas-basicas de suscetibilidade,
de acordo com o método proposto por Sims et al. (1996). Na analise conjunta, os dados de
mortalidade foram ajustados com um modelo binomial usando a fungéo de conexédo log-log
complementar (gompit; PROC PROBIT). As populacbes avaliadas no monitoramento da
resisténcia foram agrupadas por safra e ano para comparacao de médias usando o teste bootstrap
pareado do pacote ExpDes.pt do Software R (R Development Core Team 2020). A distribuicéo
percentual de mortalidade dentro de cada combinacéo (safra e ano) foi analisada graficamente
por boxplot, usando o pacote ggplot2 no R Software (R Development Core Team 2020).

Apbs a obtencdo do namero de isolinhas positivos e negativos, a frequéncia esperada
do alelo de resisténcia a indoxacarb foi calculada de acordo com a seguinte férmula, proposta
por Andow e Alstad (1998).

st
173N+ 2)

onde q é a frequéncia estimada do alelo de resisténcia, S é o nimero de isolinas positivas, e N
€ 0 nimero de isolinhas testadas. Os intervalos de confianga foram obtidos usando a funcéo

binom.bayes do pacote binom em R Software (R Development Core Team 2020).

2.3. Resultados

A partir da caracterizacdo das linhas-basicas de suscetibilidade a indoxacarb e
metaflumizone em populagcdes de S. frugiperda, foi observada uma baixa variagdo na
suscetibilidade entre as populacGes avaliadas para indoxacarb (4,6 vezes) e também para
metaflumizone (2,6 vezes) (Tabela 2.4). As CLsos variavam de 3,7 a 17,1ug mL? e 4,6 a 15,3
ug mL? para o indoxacarb e metaflumizone respectivamente. As populag@es provenientes da
Bahia (BA 48), Goias (GO 40) e Mato Grosso (MT 43) apresentaram a menor suscetibilidade

para ambos os inseticidas.
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Tabela 2.4 Caracterizagdo das linhas-bésicas de suscetibilidade de Spodoptera frugiperda a indoxacarb
e metaflumizone.

Cod.dapop Geracdo n' Coef. Ang. +EP ClLs (95% IC)>  ClLgo (95% IC)®  »?(gl)*

Indoxacarb
SUS - 1152 2,8+0,2 3,7(3,3-4,1) 25,4 (20,5-33,5) 6,7(7)
BA 48 F2 696 20+0.1 17,1 (13,4 -22,0) 244,0 (142,7 -543,1) 13,3 (7)
GO 40 Fi 929 1,8+0,1 12,4 (10,8 - 14,2) 258,7 (185,0-390,8) 4,0 (7)
MG 26 Fa 1200 2,0+0.1 6,7 (6,0-7,5) 99,6 (77,1-1355) 6,1(7)
MT 43 F1 912 26+0,1 10,4 (9,3-11,6) 83,8(66,5-111,3) 5,4 (7)
PR74 F1 936 2,1+0.1 3,7(332-42) 48,2 (36,2-69,2) 6,0 (7)
SC6 Fs 696 3,0£0,2 4,7 (4,0-5,5) 27,9 (20,5-43,4) 8,3(7)
SP 24 Fs 648 1,9+0,1 7,8(6,1-10,1) 127,6 (71,5-313,4) 10,1 (6)
Metaflumizone
SUS - 660 3,1+0,.2 4,6 (3,9-54) 25,5(18,7-39,8) 7,9(7)
BA 48 F2 599 29+0,.2 11,8 (10,2-13,8) 74,6 (54,8-114,2) 6,3(6)
GO 40 Fi 1120 2,7+0,.2 11,6 (10,0 - 13,1) 85,7 (66,7 - 120,0) 6,9 (7)
MG 26 Fa 711 2,5%0,.2 514,1-6,3) 43,8 (28,9-82,0) 12,4 (7)
MT 43 F1 960 26+0,1 15,3 (12,7 -18,5) 120,5(82,5-206,4) 13,9 (7)
PR74 F1 648 3,1+0,3 49 (3,9-6,2) 28,0 (17,6-64,9) 9,3(5)
SC6 Fa 695 3,1+0,.2 4,8 (4,1-5,5) 27,7 (19,6 -46,6) 114 (7)
SP 24 Fs 695 26+0,2 6,4 (5,7-7,3) 51,3(39,3-71,8) 4,6 (7)

NUmero de lagartas testadas. 2 Concentracdo letal (ug i.a. mL ~ ') da solucéo de inseticida aplicada que
mata 50% dos individuos. *Concentracdo letal (ug mL ~') da solucéo de inseticida aplicada que mata

99% dos individuos. “Chi-quadrado e graus de liberdade.

Pela analise conjunta dos dados de mortalidade das linhas-basicas de suscetibilidade
de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone, foi estimada uma concentracdo diagndstica
baseada na CLgg de cada inseticida para ser utilizada no monitoramento da suscetibilidade. A
CLgo estimada para indoxacarb foi 76,7 (95% IC [57,4 - 113,0]) g indoxacarb mL™ (n=4262;
inclinagdo [+ SE] = 2,0 [+0,1]; ¥>=21,7; gl=4) e para metaflumizone foi 56,1 (95% CI [39,2 -
94,7]) ug metaflumizone mL™? (n=3849; inclinacdo [+ SE] = 2,5 [+ 0,2]; ¥°=24,9; gl=4).
Baseado no limite superior do intervalo de confianca, foi estabelecida a concentracao
diagndstica de 100 pug mL™ de &dgua para monitorar a suscetibilidade da S. frugiperda para
ambos os inseticidas.

A partir dos dados de monitoramento da suscetibilidade a indoxacarb e metaflumizone

em populacdes de S. frugiperda coletadas de 2017 a 2020 (Tabela 2.5), as maiores médias de
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sobrevivéncia foram observadas nos estados da Bahia, Goias, Mato Grosso e Minas Gerais para
ambos os inseticidas, com a maior média de sobrevivéncia para as populagdes MG 28 (12,2%),
GO 49 (12,0%) e BA 47 (10,6%) para indoxacarb e BA 48 (12,7%), MT 47 (9,1%) e MT 48
(7,6%) para metaflumizone. Com base na sobrevivéncia média na concentracdo diagnostica ao
longo das safras, verificou-se que houve um pequeno aumento na sobrevivéncia de lagartas

testadas, principalmente para indoxacarb nas ultimas safras (Figura 2.3).

Tabela 2.5 Monitoramento da suscetibilidade a indoxacarb e metaflumizone em populacbes de
Spodoptera frugiperda coletadas em cultivos de milho no periodo de 2017 a 2020.

% Sobrevivéncia (IC)*

Cadigo da Populagéo Local

Indoxacarb Metaflumizone

Primeira safra 2017

BA 47 Luis Eduardo Magalhdes - BA  10,6a (7,0 - 14,2) 6,5a (3,7 -9,2)
GO 41 Rio Verde — GO 2,5b (0,3-4,7) 2,7b (0,6 - 4,8)
GO 42 Cristalina — GO 2,7b (0,7 - 4,7) 0,4b (0,0-1,0)
MG 25 Tupaciguara— MG 2,9b (1,5-4,4) 3,1b (1,0 -5,3)
PR 69 Tibagi — PR 1,5b (0,6 - 2,3) 0,2b (0,0 - 0,6)
PR 70 Cascavel — PR 0,4b (0,0-1,0) 0,4b (0,0-1,0)
RS 22 Santo Antonio — RS 3,3b(1,2-5,4) 1,2b (0,1-2,4)
SC6 Guatambu — SC 1,0b (0,0 - 2,0) 0,4b (0,0 -1,0)
SP 24 Casa Branca — SP 2,3b (0,7 - 3,9) 0,8b(0,0-1,8)
Segunda safra 2017
GO 43 Montividiu — GO 0,2 (0,0-0,6) 1,0b (0,0 -2,7)
MS 25 Dourados -MS 1,0 (0,0-2,0) 0,8b(0,1-1,6)
MT 40 Lucas do Rio Verde MT 0,2 (0,0-0,6) 2,7a(1,0-4,4)
MT 41 Sapezal - MT 15(0,4-25) 0,6b (0,0-1,3)
MT 42 Campo Verde — MT 1,2(0,1-24) 3,1a(1,1-5,2)
PR 71 Cascavel — PR 1,2 (0,0-2,6) 0,4b(0,0-1,2)
PR 72 Luiziana— PR 0,4(0,0-1,2) 0,8b (0,1-1,6)
PR 73 Sertandpolis — PR 1,7(0,2-3,2) 0,2b (0,0 - 0,6)
SP 25 Pirassununga — SP 0,4 (0,0-1,2) 0,6b (0,0-1,3)
Entressafra 2017/2018
BA 48 S&o Desidério — BA 8,la(51-11,2) 12,7a(8,1-17,4)
GO 44 Rio Verde- GO 3,5b(1,8-5,2) 0,2b (0,0 - 0,6)
MS 26 Chapadéo do Sul — MS 4,2b (2,3-6,0) 2,1b (0,6 - 3,6)
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% Sobrevivéncia (1C)?

Cddigo da Populagéo Local

Indoxacarb Metaflumizone
MT 44 Sorriso — MT 1,2b (0,0 - 3,7) 3,7b (1,6 - 5,7)
SP 26 Casa Branca — SP 4,4b (2,3 - 6,5) 1,5b (0,4 -2,5)

Primeira safra 2018
BA 49 Séo Desidério - BA 44 (1,9-6,9) 3,5b (1,3-5,8)
GO 45 Cristalina - GO 4,1(2,3-5,6) 5,7a (3,2 - 8,0)
GO 46 Rio Verde - GO 3,6(1,0-6,1) 2,0b (0,6 - 3,1)
MG 26 Araguari - MG 41(1,7-6,2) 59a(2,3-94)
PR 75 Castro - PR 1,1 (0,0 - 2,0) 1,3b (0,4 -2,1)
PR 76 Cascavel- PR 4,7(2,0-7,2) 1,6b (0,2 -2,7)
RS 26 Carazinho - RS 1,1(0,2-1,8) 1,3b (0,4 -2,1)
SC7 Chapeco - SC 2,0(0,6-31) 3,4b (1,3-5,3)
SP 27 Casa Branca - SP 2,00,1-3,7) 2,0b (0,5-3,3)

Segunda safra 2018
GO 47 Rio Verde - GO 5/4a(3,3-7,6) 4,2b (1,9 - 6,5)
MS 28 Dourados -MS 2,0b (0,9-2,8) 2,4b (1,0 - 3,5)
MT 45 Lucas do Rio Verde - MT 1,6b (0,4 - 2,5) 0,3c (0,0-0,6)
MT 46 Sapezal - MT 1,8b (0,4 -2,9) 0,7¢(0,0-1,3)
MT 47 Campo Verde - MT 0,7b (0,0-1,3) 9,1a(6,0-11,9)
PR 77 Campo Mourdo -PR 0,7b (0,0-1,3) 0,9c(0,1-1,6)
PR 78 Cascavel - PR 0,5b (0,0-1,0) 0,9¢ (0,1-1,6)
PR 79 Sertandpolis - PR 5,7a(3,1-8,2) 0,7¢(0,0-1,3)
SP 28 Casa Branca - SP 1,98b (0,5 - 3,3) 1,3¢ (0,2-2,3)

Entressafra 2018/2019

BA 50 Luis Eduardo Magalhdes - BA  10,0a (5,0 — 15,0) 1,9b (0,2 - 3,5)
GO 49 Rio Verde - GO 12,0a (9,5 - 14,3) 1,8b (0,6 - 2,8)
MS 29 Chapadéo do Sul - MS 2,8b (0,8 - 4,6) 1,8b (0,0 - 3,7)
MT 48 Lucas do Rio Verde - MT 8,0a(4,1-11,7) 7,6a (5,4 -9,6)
SP 29 Casa Branca - SP 1,6b (0,1 -2,8) 2,8b (0,5-4,9)

Primeira safra 2019
BA 51 Luis Eduardo Magalhées - BA 6,0b (2,6 - 9,5) 5,0a(2,3-7,7)
GO 50 Cristalina - GO 5,3b (2,8 -7,6) 1,6b (0,4 - 2,5)
GO 51 Santa Helena de Goias- GO 4,70 (2,0-7,2) 2,8b (1,1 -4,3)
MG 28 Araguari - MG 12,2a (7,7 - 16,5) 2,8b(1,3-4,1)
PR 80 Toledo - PR 1,3b (0,2 - 2,3) 1,6b (0,2 -2,7)
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Cddigo da Populacéo

% Sobrevivéncia (IC)*

Local

Indoxacarb Metaflumizone
PR 81 Ponta Grossa - PR 4,1b (1,4 - 6,5) 0,7b (0,0-1,3)
RS 28 Santo Angelo - RS 2,2b (0,8 -3,3) 2,2b (0,6 - 3,6)
SC38 Chapect - SC 2,6b (0,8-4,2) 0,5b (0,0 -1,0)
SP 30 Casa Branca — SP 3,6b (1,7 -5,3) 1,3b (0,2 - 2,3)
Segunda safra 2019
GO 52 Rio Verde — GO 2,3b (0,6 - 4,0) 6,0a (3,3 - 8,8)
MS 31 Dourados -MS 0,8b (0,0-1,8) 0,0b (0,0 -0,0)
MT 50 Lucas do Rio Verde — MT 6,5a (3,1-9,8) 2,1b (0,8 - 3,3)
MT 51 Sapezal - MT 7,5a (4,4 - 10,6) 6,7a(3,8-9,5)
MT 52 Campo Verde — MT 8,1a(4,9-11,3) 5,2a (2,8 -7,6)
PR 82 Toledo - PR 0,4b (0,0 - 1,0) 3,3b(1,9-4,7)
PR 83 Campo Mouréo -PR 2,5b (1,1-3,9) 3,5b (1,7-5,3)
PR 84 Londrina — PR 2,9b (0,9-5,0) 0,4b(0,0-1,2)
SP31 Casa Branca — SP 1,70 (0,4 -2,9) 5,8a (3,0 - 8,6)
Entressafra 2019/2020
BA 52 Correntina — BA 7,5a (4,4 - 10,6) 6,0 (2,6 -9,5)
GO 53 Santa Helena de Goias — GO 3,1b (1,0-5,3) 35(1,4-57)
MS 32 Chapadéo do Sul — MS 10,0a (6,6 - 13,4) 2,7(0,5-4)9)
MT 53 Lucas do Rio Verde — MT 3,9b (1,9 - 6,0) 3,5(2,4-4,6)
SP 32 Casa Branca — SP 1,9b (0,6 -3,1) 3,9(2,2-5,8)
Primeira safra 2020
BA 53 Luis Eduardo Magalhédes — BA 4,9b (3,0-6,8) 1,6b (0,5 - 2,6)
GO 54 Rio Verde — GO 4,9b (2,9-6,9) 3,8a(1,1-6,5)
GO 55 Cristalina— GO 8,0a (4,7 - 11,3) 3,8a(2,0-5,7)
MG 29 Uberlandia 5,1b (2,6 - 7,6) 3,6a(1,9-5,3)
PR 85 Tibagi — PR 2,2b (0,8 - 3,6) 0,52b (0,0-1,1)
PR 86 Corbélia— PR 2,2b (0,8 - 3,6) 2,2b(0,9-3,4)
RS 29 Selbach — PR 2,4b (1,1-3,6) 0,7a(0,1-1,4)
SC9 Chapect - SC 2,6b (0,8 -4,4) 0,3b(0,1-0,7)
SP 33 Casa Branca — SP 2,8b (1,1-4,5) 0,7a(0,1-1,4)
Segunda safra 2020
GO 56 Rio Verde — GO 0,9b (0,0-1,9) 3,6a(2,1-3,6)
MS 34 Dourados -MS 0,3¢(0,0-0,7) 2,8a(2,0-2,8)
MT 54 Sapezal-MT 0,3c(0,0-0,7) 1,6b (1,2 - 1,6)
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Cddigo da Populagéo

Local

% Sobrevivéncia (1C)?

Indoxacarb Metaflumizone
MT 55 Lucas do Rio Verde-MT 3,8b(2,2-5,5) 1,8b(1,5-1,8)
MT 56 Campo Verde-MT 0,7¢(0,1-1,4) 1,3b(1,0-1,3)
PR 87 Mamboré -PR 0,5¢ (0,0-1,1) 0,70 (0,9-0,7)
PR 88 Cascavel -PR 5,9a (3,6 - 8,2) 1,8b (1,1-1,8)
PR 89 Londrina-PR 0,9¢ (0,0 -1,9) 2,4a(1,2-2,4)
SP 34 Casa Branca - SP 2,4b (1,0 - 3,8) 4,3a(1,8-4,3)

1As médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem pelo teste de bootstrap (p> 0,05).
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Figura 2.3 Boxplot ilustrando a porcentagem de sobrevivéncia de popula¢6es de Spodoptera frugiperda
expostas na concentracdo diagndstica no monitoramento da suscetibilidade dos inseticidas (A)
indoxacarb e (B) metaflumizone ao longo das safras (2017 a 2020) no Brasil.
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A frequéncia de alelos de resisténcia ao indoxacarb foi calculada de 2017 a 2018, sendo
testadas 789 isolinhas utilizando o método F> screen (Tabela 2.6). A média de sobrevivéncia
variou de 0,29 a 9,95%. As populacdes coletadas nos estados da Bahia e Goias apresentaram a
maior média de sobrevivéncia e as populacbes que mostraram isolinhas positivas sao
provenientes dos estados da Bahia, Goiads e S&o Paulo. A frequéncia média estimada foi de
0,0698 em 2017 e 0,0143 em 2018, ja a frequéncia média estimada total foi de 0,0452.

Tabela 2.6 Frequéncia de alelos que conferem resisténcia a indoxacarb em populacfes de Spodoptera
frugiperda coletadas nas safras de milho 2017/2018 no Brasil.

Cadigo da Isolinhas Isolinhas Isolinhas % Sobrevivéncia  Isolinhas Frequéncia estimada
Populacéo Po Fi1 testadas +SE positivas (1C 95%)
2017
BA 47 151 101 83 9,95 (+ 0,82) 53 0,1588 (0,1220 - 0,1994)
BA 48 168 118 115 3,38 (£ 0,75) 59 0,1282 (0,0995 - 0,1599)
GO 41 88 54 37 3,11 (£ 0,69) 6 0,0449 (0,0183 - 0,0824)
MT 40 152 122 110 0,58 (x 0,10) 0 0,0022 (0,0001 - 0,0082)
SP 24 150 114 97 0,99 (£ 0,21) 5 0,0151 (0,0056 - 0,0293)
Subtotal 709 509 442 3,60 (£ 0,51) 123 0,0698 (0,0584 - 0,0821)
2018
BA 49 177 102 100 1,42 (£ 0,25) 19 0,1282 (0,0995 - 0,1599)
GO 46 120 64 61 1,42 (+ 0,23) 0 0,0040 (0,0001 - 0,0147)
MT 45 140 80 78 0,69 (£ 0,15) 0 0,0032 (0,0001 - 0,0116)
PR 78 125 56 53 0,29 (£ 0,10) 0 0,0046 (0,0001 - 0,0168)
SP 28 139 56 55 0,39 (£ 0,12) 0 0,0044 (0,0001 - 0,0162)
Subtotal 701 358 347 0,84 (£ 0,17) 19 0,0143 (0,0088 - 0,0212)
Total 1,410 867 789 2,80 (+ 0,18) 142 0,0452 (0,0382 - 0,0527)

Todas as linhagens resistentes de S. frugiperda testadas apresentaran alta
suscetibilidade a indoxacarb e metaflumizone (Tabela 2.7). A variacdo da razéo de resisténcia

foi baixa, variando de 1,4 a 3,5 vezes para indoxacarb e 1,0 a 2,6 vezes para metaflumizone.

Tabela 2.7 Respostas a indoxacarb e metaflumizone em diferentes linhagens de Spodoptera frugiperda
suscetivel e resistente a inseticidas/proteinas Bt.



39

Cddigo da linhagem nt  Coef. ang.x EP CLso (1C 95%)? 1 (gl)® RR*
Indoxacarb
SUS 1152 2,8+0,2 3,7(3,3-4,1) 6,8 (7) -
Diam — R 768 29+0,.3 4,5 (3,7-54) 5,8 (5) 1,5
Spin- R 600 32104 7,3(5,7-89) 6,8 (6) 2,0
Chlor-R 576 2,4+0,.3 11,5 (8,7 - 14,4) 6,4 (6) 3,1
Lam-R 504 3,1+£0,3 13,1 (9,8 -17,3) 8,3 (5) 3,5
Luf-R 576 26+0,2 9,6 (7,4-12,1) 8,5 (6) 2,6
Teflu - R 600 3,7+04 7,9(6,9-8,9) 4,2 (6) 2,1
PW-R 600 3,1+£0,2 8,4(7,5-9,5) 4,6 (6) 2,3
VIP -R 552 28+0,3 5,3(3,9-6,8) 8,9 (5) 1,4
Metaflumizone
SUS 660 3,1+£0,2 4,6 (3,9-54) 7,9 (7) -

Diam - R 576 3,7+04 6,1 (5,3-6,9) 3,0 (6) 1,3
Spin- R 456 3,705 7,6 (6,3-9,0) 3,5(5) 1,7
Chlor - R 597 28+0,3 12,3 (10,4 - 14,2) 2,8 (6) 2,7
Lam-R 503 29+0,2 8,3(7,3-9,5) 3,4 (6) 1,8
Luf-R 575 3,7+£0,3 8,2(7,2-9,2) 2,5 (6) 1,7
Teflu-R 454 3,6+0,3 6,7 (4,9-8,7) 9,1(5) 1,5
PW-R 528 43+04 4,6 (3,9-54) 7,3 (5) 1,0
VIP -R 552 29+0,2 11,8 (10,2 - 13,8) 6,3 (6) 2,6

INUmero de lagartas testadas. 2 Concentracao letal (ug i.a. mL™") da solucéo de inseticida aplicada que
mata 50% dos individuos. “Chi-quadrado e graus de liberdade. > Razéo de resisténcia (RR) = CLsoda

linhagem testada/CLso da linhagem suscetivel SUS.

2.4. Discussao

Foi observada uma baixa variacdo na suscetibilidade a indoxacarb e metaflumizone
em populagdes de S. frugiperda (menor que 5 vezes). Estas variacBes podem ser atribuidas
principalmente & variagdo natural entre as popula¢bes de campo, pois a pressdo de selecdo
destes inseticidas no controle de S. frugiperda e de outros lepiddpteros pragas ainda é muito
baixa em comparacdo com o uso de inseticidas diamidas, benzoilureias e espinosinas. A
contribuicdo do indoxacarb e da metaflumizone no controle de S. frugiperda ainda é baixa (<
2%), comparada ao mercado total de inseticidas utilizados manejo das pragas de lepidopteros

no Brasil (Spark Smarter Decisions). A baixa variacdo na suscetibilidade aos inseticidas
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blogueadores dos canais de sodio também tem sido relatada para populacfes de Helicoverpa
punctigera (Lepidoptera: Noctuidae) para indoxacarb (Bird & Walker 2019) e P. xylostella para
metaflumizone (Khakame et al. 2013). Tais variagdes naturais sdo esperadas entre as
populacOes de campo em resposta aos inseticidas (Robertson et al. 1995), especialmente quando
a frequéncia do alelo de resisténcia ainda é baixa (Kranthi 2005).

A frequéncia dos alelos de resisténcia nas populacdes de S. frugiperda a indoxacarb
avaliadas em 2017 e 2018 foi baixa. Foram observadas isolinhas positivas pelo método F
screen para indoxacarb, principalmente para as populacdes coletadas nos estados da Bahia com
frequéncia média do alelo que confere resisténcia de 0,0452 (0,0382 — 0,0527 IC 95%), valores
esses proximos da frequéncia de resisténcia relatada em H. armigera para indoxacarb na
Australia (Bird et al. 2017).

A suscetibilidade das populaces de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone
variou geograficamente e temporalmente nos nove estados diferentes do Brasil de 2017 a 2020;
contudo, a sobrevivéncia na concentracdo diagndstica de indoxacarb e metaflumizone em
populacdes de S. frugiperda avaliadas foi relativamente baixa. As populagdes de S. frugiperda
provenientes dos estados da Bahia, Goias, Mato Grosso e Minas Gerais apresentaram as
maiores médias de sobrevivéncia na concentracdo diagnética. Nestes estados localizados no
Cerrado brasileiro hd uma grande expansdo agricola e as condigdes climaticas permitem o
cultivo de duas ou trés safras por ano em areas irrigadas (Pereira et al. 2012, Rada 2013,
Strassburg et al. 2017). Assim, o sistema de producéo intensivo no Cerrado brasileiro e a ampla
plasticidade bioldgica de S. frugiperda favorecem o estabelecimento de uma alta densidade
populacional e a pressdo de selecdo com o uso de inseticidas e culturas Bt tem sido muito
elevada. Diversos casos de resisténcia de S. frugiperda a diferentes inseticidas e proteinas Bt
no Brasil j& foram relatados principalmente com populagdes da regido do Cerrado brasileiro
(Carvalho et al. 2013, Farias et al. 2014, Bernardi et al. 2016, Nascimento et al. 2016, Omoto
et al. 2016, Okuma et al. 2018, Bolzan et al. 2019, Lira et al. 2020). Além disso, ja foram
relatados casos de resisténcia ao indoxacarb em outras espécies de pragas no Brasil, como em
P. xylostella (Santos et al. 2011) e S. zeamais (Haddi et al. 2015) com mais de 25 e 215 vezes
a razdo de resisténcia, respectivamente. Embora o uso comercial de metaflumizone seja mais
recente no Brasil, j& foi relatado resisténcia de T. absoluta com mais de 21 vezes razdes de
resisténcia (Silva et al. 2016), demonstrando o potencial de selecdo da resisténcia dos
inseticidas blogueadores de canais de sddio a diferentes pragas de insetos.

Nossos dados de monitoramento de suscetibilidade também indicaram aumento na

sobrevivéncia de lagartas testadas na concentracao diagndstica ao longo das safras avaliadas,
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tanto ao indoxacarb quanto a metaflumizone (Tabela 2.4), indicando a possibilidade da
diminuicdo da suscetibilidade a ambos os inseticidas se alguma estratégia de manejo da
resisténcia a inseticidas ndo for implementada. Esta diminuicdo na suscetibilidade de S.
frugiperda a estes inseticidas poderia ser a resposta do uso intenso de inseticidas com a detec¢ao
da espécie invasora H. armigera no Brasil, pois altas infestagfes de H. armigera foram
detectadas nas safras de 2012/2013 e 2013/2014 no Brasil, e uma das medidas emergenciais de
controle foi o uso de indoxacarb (Czepak et al. 2013, Specht et al. 2013, de Freitas Bueno &
Sosa-Gomez 2014, Pomari-Fernandes et al. 2015).

Neste estudo, ndo foi detectada resisténcia cruzada entre inseticidas blogueadores de
canais de sodio (indoxacarb e metaflumizone) e outros inseticidas (chlorpyrifos, lambda-
cyhalothrin, lufenuron, teflubenzuron, spinetoram e chlorantraniliprole) e proteinas Bt
(Cry1lA.105/Cry2Ab2/Cry1F e Vip3Aa20). (Tabela 2.7). A auséncia de resisténcia cruzada
entre as linhagens resistentes a inseticidas e proteinas Bt aos bloqueadores de canais de sddio
também foi relatada a outros insetos praga (Ramasubramanian & Regupathy 2004, Sayyed et
al. 2005, Hewa-Kapuge et al. 2009, Khakame et al. 2013, Bird & Downes 2014, Xu et al. 2019).
Indoxacarb e metaflumizone séo inseticidas do grupo blogueadores de canais de sodio que
blogueiam o fluxo de ions de s6dio para a célula nervosa impedindo a transmissdo do impulso
nervoso, resultando em paralisia e morte de insetos (Wing et al. 2000, Zhang et al. 2016, Silver
et al. 2017). Os piretroides sdo inseticidas que atuam nos mesmos canais, mas de maneira
diferente, onde os piretroides modulam os canais de sodio e permitem um fluxo excessivo de
sodio na célula causando impulsos repetitivos até a exaustdo e morte (Soderlund 2012, Dong et
al. 2014, Zhorov & Dong 2017). Assim, tanto o indoxacarb quanto metaflumizone sé&o
excelentes candidatos a serem utilizados na estratégia de rotacdo de inseticidas em programas
de manejo de resisténcia de S. frugiperda a inseticidas.

Em geral, a suscetibilidade a indoxacarb e metaflumizone ainda ¢ alta nas populacdes
de S. frugiperda no Brasil. N&o foi detectada resisténcia cruzada entre linhagens resitentes aos
principais inseticidas e proteinas Bt a indoxacarb e a metaflumizone, que permitem o uso destes
inseticidas em uma estratégia de rotacdo. Estas descobertas mostraram que os inseticidas
bloqueadores de canais de sddio sdo ferramentas importantes a serem exploradas nas estratégias

no manejo da resisténcia a inseticidas de S. frugiperda no Brasil.
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3. PADRAO DE HERANCA DA RESISTENCIA E RESISTENCIA CRUZADA A
INSETICIDAS BLOQUEADORES DE CANAIS DE SODIO EM Spodoptera
frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

RESUMO

O conhecimento de bases genéticas da resisténcia a inseticidas pode ajudar
na implementacdo de estratégias de manejo da resisténcia a inseticidas (MRI). Os
inseticidas bloqueadores de canais de sddio tem sido uma das op¢des para 0 manejo
da resisténcia de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) a inseticidas e
proteinas de Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) expressas em plantas
geneticamente modificadas. Sendo assim, no presente estudo foram definidos o
padréo heranca da resisténcia e a relacao de resisténcia cruzada entre os inseticidas
que atuam nos canais de sddio, a partir de linhagens de S. frugiperda resistentes aos
inseticidas indoxacarb (Indoxacarb-R) e metaflumizone (Metaflumizone-R)
selecionadas em laboratorio por meio da técnica de F, screen. Os valores de CLsg
de indoxacarb para as linhagens suscetivel (SUS) e Indoxacarb-R foram de 3,72
(3,31 - 4,14) e 114,43 (92,45 - 142,32) ug indoxacarb mL™ respectivamente e os
valores de CLso de metaflumizone para SUS e Metaflumizone-R foram de 4,57
(369 — 562) e 3141,96 (1638,32 — 6345,66) pg metaflumizone mL™*
respectivamente. A razdo de resisténcia para indoxacarb foi de ~ 30 vezes e para
metaflumizone > 600 vezes. A partir de cruzamentos reciprocos entre as linhagens
suscetivel (SUS) e as linhagens Indoxacarb-R e Metaflumizone-R, constatou-se que
a resisténcia de S. frugiperda para ambos os inseticidas é autossdmica e
incompletamente recessiva. A partir de retrocruzamentos entre os descendentes dos
cruzamentos reciprocos e a linhagem resistente de cada inseticida, verificou-se um
efeito poligénico para indoxacarb e metaflumizone. Foi verificada a presenca de
resisténcia cruzada entre indoxacarb e metaflumizone. Além disso, as linhagens de
S. frugiperda resistentes a indoxacarb e metaflumizone (bloqueadores de canais de
sodio) apresentaram menor suscetibilidade ao inseticida piretroide lambda-
cyhalothrin (modulador de canais de sédio) quando comparadas com a resposta da
linhagem SUS para este inseticida, possivelmente devido a resisténcia multipla.
Estes resultados fornecem informacdes essenciais para a implementacdo de
programas de MRI para preservar a vida Gtil de inseticidas blogueadores de canais
de sodio no controle de S. frugiperda no Brasil.

Palavras chave: 1. Heranca da resisténcia 2. Lagarta-do-cartucho do milho 3.
Indoxacarb 4. Metaflumizone 5. Piretroide 6. Manejo da resisténcia de insetos

ABSTRACT

Knowledge of the genetic basis of insecticide resistance can help to design
insect resistance management (IRM) strategies. Sodium channel blocker
insecticides have been one of the alternatives to manage resistance of Spodoptera
frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) to insecticides and Bacillus thuringiensis
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Berliner (Bt) proteins expressed in genetically modified plants. Thus, in this study
we characterized the inheritance of resistance and cross-resistance to sodium
channel blocker insecticides, by using strains of S. frugiperda resistant to
indoxacarb (Indoxacarb-R) and metaflumizone (Metaflumizone-R) selected under
laboratory conditions by F, screen. The values of LCsg of the susceptible strain
(SUS) and Indoxacarb-R to indoxacarb were 3.72 (3.31 — 4.14) and 114.43 (92.45
— 142.32) pg indoxacarb mL™? respectively and the values of LCsp to SUS and
Metaflumizone-R to metaflumizone were 4.57 (3.69 —5.62) and 3,141.96 (1,638.32
— 6,345.66) pg metaflumizone mL™ respectively. The resistance ratio of S.
frugiperda to indoxacarb was ~ 30-fold and to metaflumizone was > 600-fold.
Reciprocal crosses between SUS and strains Indoxacarb-R and Metaflumizone-R
revealed that resistance of S. frugiperda to both insecticides is autosomal
incompletely recessive. The backcrosses of the F1 progeny with the resistant strains
to each insecticide suggest a resistance with polygenic effect to both indoxacarb
and metaflumizone. Cross-resistance between indoxacarb and metaflumizone was
detected. Moreover, strains of S. frugiperda resistant to indoxacarb and
metaflumizone (sodium channel blockers) showed lower susceptibility to the
pyrethroid insecticide lambda-cyhalothrin (sodium channel modulators) when
compared with the response of SUS strain to this insecticide, possibly due to
multiple resistance. These results are essential to implement IRM programs to
preserve the lifetime of the sodium channel blocker insecticides in the control of S.
frugiperda in Brazil.

Keywords: 1. Resistance inheritance 2. Fall armworm 3. Indoxacarb 4.
Metaflumizone 5. Piretroide 6. Insect resistance management

3.1. Introducéo

Os inseticidas do grupo dos bloqueadores de canais de sodio (indoxacarb e
metaflumizone) sdo uma importante ferramenta no controle de Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae). A contribuicdo dos inseticidas indoxacarb e metaflumizone no
controle desta praga ainda € baixa (< 2%), comparada ao mercado total de inseticidas utilizados
no manejo de lepidopteros pragas no Brasil (Spark Smarter Decisions). Contudo, a
implementacdo de estratégias proativas de manejo da resisténcia é de fundamental importancia
para preservar a vida Gtil destes inseticidas.

Ha& diversos casos descritos resisténcia a estes inseticidas no mundo tais como em
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) na China e Australia (Bird 2017, Bird et al.
2017, Cui et al. 2018), Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae) no Paquistdo (Ahmad et al.
2008, Sayyed et al. 2008), Spodoptera exigua (Lepidoptera: Noctuidae) na China e Pakistdo
(Su & Sun 2014, Ahmad et al. 2018), Plutella xylostella (Lepdoptera: Plutellidae) na China
(Khakame et al. 2013, Wang et al. 2016, Shen et al. 2017, Zhang et al. 2017) e Tuta
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absoluta (Lepidoptera: Gelechiidae) na Grécia (Roditakis et al. 2017). No Brasil, apesar de 0s
inseticidas blogueadores de canais de sodio serem relativamente recentes no mercado, ja ha
casos de resisténcia em P. xylostella (Santos et al. 2011) e Sitophilus zeamais (Coleoptera:
Curculionidae) para indoxacarb (Haddi et al. 2015) e em T. absoluta para indoxacarb e
metaflumizone (Silva et al. 2011, Silva et al. 2016b).

Compreender as bases genéticas associadas a resisténcia é de fundamental importancia
na andlise de risco de evolucdo de resisténcia em condicdes de campo (Georghiou & Taylor
1977, Roush & McKenzie 1987). O padrdo da heranga da resisténcia de P. xylostella a
indoxacarb foi autossomica e incompletamente recessivo (Nehare et al. 2010, Marak et al.
2017). Ja a heranca da resisténcia de H. armigera a indoxarb (Bird 2017) e de P. xylostella a
metaflumizone (Shen et al. 2017) foi considerada incompletamente dominante.

Outro fator que também pode influenciar a evolugdo da resisténcia é a resisténcia
cruzada devido a pressdo de selecdo ja exercida por outros inseticidas (Georghiou & Taylor
1977). Os inseticidas do grupo dos piretroides que atuam como moduladores de canais de sddio
podem apresentar risco de resisténcia cruzada com inseticidas bloqueadores de canais de sédio
(Zhorov & Dong 2017), como foi demonstrado em populacdes de P. xylostella resistentes a
indoxacarb que apresentaram resisténcia cruzada a cypermethrin e beta-cypermethrin (Nehare
et al. 2010, Zhang et al. 2017). Embora, indoxacarb (Subgrupo 22A) e metaflumizone
(Subgrupo 22B) estejam em subgrupos distintos, de acordo com a classificacdo de IRAC
(Comité de Acéo a Resisténcia a Inseticidas), ha possibilidade de resisténcia cruzada entre estes
inseticidas, conforme demonstrado em P. xylostella (Wang et al. 2016, Zhang et al. 2017).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi entender o padréo heranga da resisténcia e a
relacdo de resisténcia cruzada entre os inseticidas que atuam nos canais de sédio, a partir de
linhagens de S. frugiperda resistentes aos inseticidas indoxacarb (Indoxacarb-R) e
metaflumizone (Metaflumizone-R) selecionadas em laboratério por meio da técnica de F»

screen.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Insetos
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As linhagens de S. frugiperda resistentes a indoxacarb (Indoxacarb-R) e
metaflumizone (Metaflumizone-R) foram selecionadas a partir de uma populacdo de campo
proveniente do municipio de S&o Desidério - BA (12°51°12,096” S e 45°28°12,72” W). A
linhagem suscetivel de referéncia (SUS) foi obtida da Embrapa Milho e Sorgo (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), Sete Lagoas — MG, e mantida em laboratorio sobre dieta
artificial na auséncia de pressdo de selecdo de inseticidas e proteinas Bt por mais de 20 anos.

As linhagens resistentes Indoxacarb-R e Metaflumizone-R foram selecionadas
mediante uso da técnica de F. screen (Andow & Alstad 1998). As pupas provenientes da
populacdo de campo foram separadas por sexo e individualizadas em copos plasticos (50 mL)
invertidos sobre bandejas forradas com papel filtro umedecido onde permaneceram até a fase
adulta. Os adultos foram individualizados em aproximadamente 168 casais (isolinhas). A
progénie F1 de cada isolinha foi criada até a fase adulta e colocadas em gaiolas de PVC para o
acasalamento e oviposicdo. Os bioensaios foram realizados utilizando as lagartas da geracédo F»
de cada isolinha. Para cada isolinha foram testadas 120 lagartas nas concentra¢cfes diagndsticas
de 100 pg mL™* para indoxacarb e 100 pg mL* para metaflumizone (Capitulo 2). Os individuos
sobreviventes das isolinhas para cada inseticida foram agrupados para a formagé&o das linhagens
Indoxacarb-R e Metaflumizone-R.

As lagartas das linhagens resistentes e suscetivel foram criadas em dieta artificial
(Kasten et al. 1978) e mantidas em sala climatizada regulada (temperatura de 25 + 2°C, umidade
relativa de 70% e fotofase de 14 h). As linhagens Indoxacarb-R e Metaflumizone-R foram
mantidas sob pressdo de selecdo nas respectivas concentracGes diagndsticas por mais de 15

geracOes para posterior realizacdo dos experimentos de caracterizagdo da resisténcia.

3.2.2. Bioensaios

O método de bioensaio toxicoldgico foi o de ingestdo com tratamento superficial da
dieta com os inseticidas comerciais de indoxacarb (Avatar® 150, 150 g de i.a. L, FMC
Quimica do Brasil LTDA) e de metaflumizone (Verismo®, 240 g de i.a. L?, Basf S. A.). Foram
utlizadas placas de acrilico (Costar®) com 24 células contendo aproximadamente 1,25 mL de
dieta artificial em cada célula e esterilizada em camara de fluxo laminar com luz ultravioleta.
Foi aplicado uma aliquota de 30 uL da solucdo inseticida em cada célula e as concentracfes
foram obtidas através da diluicdo do produto comercial em &gua destilada com a adi¢do do
surfactante Triton a 0,1% (Triton® X-100, Labsynth, Diadema, SP, Brasil). Apds secagem
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completa do inseticida foi inoculada uma lagarta de 3° instar em cada célula. As placas foram
mantidas em camara climatizada (25+2°C, UR 70£10% e fotofase de 14h). A mortalidade das
lagartas foi avaliada apds 48 horas, sendo consideradas mortas quando ndo apresentavam
movimentos coordenados apos um leve toque de um pincel. Os critérios de avaliacdo foram
adotados de forma semelhante para ambos inseticidas.

Os dados de mortalidade foram submetidos & analise de Probit com o uso do software
Polo-PC (LeOra software 2002) para a estimativa das concentracdes letais 50 (CLso),
respectivos intervalos de confianca (IC 95%) e valores de coeficiente angular para todas as
linhagens. A razdo de resisténcia foi estimada por meio da divisdo da CLso das linhagens
resistentes ou dos cruzamentos reciprocos pela CLsg da linhagem SUS. Além disso, foram
realizados testes de paralelismo e igualdade (P < 0,05) para comparar os coeficientes angular e
linear obtidos para as retas de regressdo estabelecidas para cada linhagem e heterozigotos das
linhagens resistentes (Robertson et al. 2007).

3.2.3. Padrdo de heranca da resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e

metaflumizone

Para a caracterizacdo do padrdo de heranca da resisténcia, as pupas das linhagens
Indoxacarb-R, Metaflumizone-R e da linhagem SUS foram sexadas e individualizadas em
copos plasticos (25 mL) invertidos sobre bandejas forradas com papel filtro umedecido. Apds
a emergéncia dos adultos foram realizados 0s cruzamentos reciprocos entre as linhagens
resistente Indoxacarb-R e SUS, formando as linhagens Hi1(9 Indoxacarb-R x &' SUS) e Hi2
(? SUS x & Indoxacarb-R), e entre as linhagens Metaflumizone-R e SUS para a formacéo das
linhagens HM1(Q Metaflumizone-R x & SUS) e HmM2 (Q SUS x & Metaflumizone-R).

Os cruzamentos foram realizados em gaiolas (tubos de PVC de 10 cm de diametro e
20 cm de altura) revestidas internamente com papel jornal para acasalamento e oviposi¢do com
aproximadamente 25 casais. Os adultos foram alimentados com uma solucgéo de mela 10% e a
cada dois dias foi retirado as posturas e trocado a solucdo de mel. Apds a eclosdo das lagartas,
estas foram transferidas para copos plasticos (100 mL) contendo dieta artificial e foram
mantidas até 3° instar onde foram realizados os bioensaios.

A caracterizacdo toxicoldgica das linhagens SUS, Indoxacarb-R e Metaflumizone-R e
seus respectivos cruzamentos reciprocos foi feita atraves de curvas de concentracdo-resposta
utilizado o método de bioensaio descrito no item 3.2.2. As lagartas da linhagem SUS foram

expostas a nove concentragdes, espacadas em escala logaritmica, de 1 a 100 pg mL ™ tanto para
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indoxacarb como para metaflumizone. Para a linhagem Indoxacarb-R foram utilizadas nove
concentragdes que variaram de 10 a 1000 pg mL? de indoxacarb e para a linhagem
Metaflumizone-R foram utilizadas nove concentragbes de 32 a 56000 pg mL? de
metaflumizone. Para os heterozigotos Hil e Hi2 foram expostas a nove concentracfes de 1,8 a
180 pg mL* para indoxacarb e Hm1 e Hm2 foram expostas a oito concentragdes de 3,2 a 1800
ug mL* para metaflumizone. Para cada concentrago foi testada pelo menos trés repeticoes de

24 lagartas (72 lagartas).

3.2.3.1. Dominancia da resisténcia

A determinacdo da dominancia da resisténcia foi feita a partir dos dados de
mortalidade e das CLsos obtidas na caracterizagdo das linhagens suscetivel, resistente e dos
cruzamentos reciprocos. O grau de dominancia (D) foi estimado como nas metodologias
sugeridas (Bourguet et al. 2000), como na equagéo abaixo:

D = MRs —Mss
Mgr —Mss
onde: MRR, MSS E MRS é a mortalidade das linhagens resistente, suscetivel e heterozigoto,
respectivamente, nas concentragdes avaliadas.

O valor de D proximos a 0 (D= 0), foi admitido como heranga completamente
recessiva e valores proximos a 1 (D=1), foi considerada como uma resisténcia completamente
dominante.

O grau de dominancia também foi analisado pelo método de Stone (1968):

D _ 2XE—XR —Xs
XR = Xs

em que XF, XR e XS sédo os logaritmos das CL50 estimadas a partir das linhagens heterozigotas
e F1 (resistente e suscetivel), respectivamente. VValores de D proximosa -1 (D = -1), foi admitido
como heranga completamente recessiva e valores préximos a 1 (D = 1), foi considerada como

uma resisténcia completamente dominante.
3.2.3.2. NUmero de genes

Na estimativa do nimero de genes relacionados a resisténcia, foi realizado um
retrocruzamento dos heterozigotos Hil e Hi2 para Indoxacarb-R e Hm1l e Hm2 para
Metaflumizone-R, com o parental que apresentou o fenétipo mais distinto de F1 (linhagem
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resistente para ambas as linhagens resistentes testadas), de acordo com as metodologias
propostas por Tsukamoto (1983) e Roush; Daly (1990). Para os bioensaios foi utilizado o
mesmo procedimento mencionado anteriormente. A possibilidade de heranca monogénica foi
avaliada a partir do teste 2 Sokal; Rohlf (1995):
” (N;-pni)?
pqni
em que Ni € representado pela mortalidade observada na concentracdo i, p a

mortalidade esperada calculada a partir do modelo mendeliano (Georghiou & Taylor 1977), ni

namero de individuos testadose q=1 - p.

em que a é a porcentagem de mortalidade da linhagem heterozigota e b é a porcentagem de
mortalidade da linhagem resistente em determinada concentracdo. A hipotese de heranca

monogénica foi rejeitada quando o ¥? calculado > y? tabelado a 1 grau de liberdade.

3.2.4. Resisténcia cruzada de S. frugiperda a inseticidas que atuam nos canais de

sodio

Para estabelecer as relagbes de resisténcia cruzada, as lagartas das linhagens
Indoxacarb-R e SUS foram testadas com os inseticidas metaflumizone (Verismo®, 240 g de i.a
L-1, Basf S. A.) e lambda cyhalothrin (Karate Zeon 250 CS®, 250 de i.a. L-1, Syngenta Protecio
de Cultivos Ltda.) e as lagartas da linhagem Metaflumizone-R e SUS com os inseticidas
indoxacarb (Avatar® 150, 150 g de i.a. L-1, FMC Quimica do Brasil LTDA) e lambda
cyhalothrin. Para o inseticida lambda cyhalothrin foi utilizado concentra¢des de 0,32 a 18 g
lambda cyhalothrin mL™ para a linhagem SUS e 1,8 a 100 pg lambda cyhalothrin mL™ para as
linhagens Indoxacarb-R e Metaflumizone-R. Para o inseticida metaflumizone foi utilizado
concentragdes de 1 a 56 pg metaflumizone mL? para a linhagem SUS e 5,6 a 180 ug
metaflumizone mL™ para a linhagem Indoxacarb-R e para o inseticida indoxacarb foi utilizado
de 1 a 56 pg indoxacarb mL? para a linhagem SUS e de 18 a 560 pg indoxacarb mL™ para a
linhagem Metaflumizone-R. Os bioensaios foram conduzidos da mesma forma como descrito
anteriormente, utilizando sete concentragBes distribuidas logariticamente e no tratamento
controle foram aplicados apenas dgua e surfactante. Em cada concentracdo foram testadas de 3

a 4 repeticdes de 24 lagartas. As placas foram mantidas em condig¢des climatizadas a 25+2°C,
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UR 70+10% e fotofase de 14h. A mortalidade foi avaliada ap6s 48 horas de infestagdo para
todos os inseticidas testados utizando o mesmo critério de resposta descrito no item 3.2.2.

Os dados de mortalidade da populacdo Indoxacarb-R, Metaflumizone-R e SUS aos
inseticidas indoxacarb, metaflumizone e lambda cyhalothrin foram submetidos a analise de
Probit, com uso do software POLO-PC (LeOra software 2002) para estimar a concentracao letal
(CLso) e seus respectivos intervalos de confianca. A razdo de resisténcia foi calculada dividindo

a CLso da linhagem resistente pela CLsg da linhagem SUS para cada inseticida.

3.3. Resultados

3.3.1. Padrdo de heranca da resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e

metaflumizone

As linhagens Indoxacarb-R e SUS apresentaram CLso de 114,43 (92,45 — 142,32) e
3,719 (3,31 — 4,14) pg indoxacarb mL™? respectivamente, com uma razdo de resisténcia > 30
vezes (Tabela 3.1). N&o houve diferenca na resposta dos heterozigotos (Hil e Hi2) a
indoxacarb, com CLso de 18,11 (15,63 —20,92) e 17,46 (13,48 — 22,17) g indoxacarb mL™,
verificando-se a sobreposi¢do dos intervalos de confianca da CLsg dos heterozigotos (Tabela
3.1). As hipoteses de igualdade (x% = 0,17, gl= 2, P=0,917) e de paralelismo (2 = 0,05, gl= 1,
P=0,823) ndo foram rejeitadas. Tais resultados indicam que os genes relacionados a resisténcia
de S. frugiperda a indoxacarb estdo localizados em cromossomos autossémicos, e, portanto,

ndo apresentando efeito maternal ou ligacdo ao cromossomo sexual.
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Tabela 3.1 Concentracdo-resposta das linhagens suscetivel (SUS), resistente a indoxacarb (Indoxacarb-R) e metaflumizone (Metaflumizone-R) e progénies F1
dos cruzamentos reciprocos de Spodoptera frugiperda aos inseticidas indoxacarb e metaflumizone.

Linhagem n Coef. ang. + EP CLso (IC 95%) X%(gl) RR
Indoxacarb
SUS 1152 2,785+0,18 3,719 (3,31 - 4,14) 6,77 (7) -
Hil: 2Indoxacarb-R x J'Sus 718 2,174 £ 0,15 18,11 (15,63 - 20,92) 3,77 (8) 4,9
Hi2: QSus x J'Indoxacarb-R 715 2,127 + 0,16 17,46 (13,48 - 22,17) 13,71 (8) 4,7
Indoxacarb-R 671 2,126 + 0,14 114,43 (92,45 - 142,32) 11,35 (7) 30,8
Metaflumizone
SUS 516 3,11+£0,24 4,57 (3,69 - 5,62) 7,92 (5) -
Hm1: QSUS x dMetaflumizone-R 947 1,32 +£0,08 61,82 (51,19 - 74,58) 4,90 (9) 13,5
Hm2: QMetaflumizone x 4SUS 879 1,36 +£ 0,09 96,68 (73,99 - 128,57) 9,63 (8) 21,2
Metaflumizone-R 933 0,81 +0,05 3141,96 (1638,32 - 6345,66) 27,75 (7) 687,3

INUmero de insetos testados; ? Coeficiente angular e erro padrdo da média; 3 Concentracéo letal 50 (ug i.a. mL?) e intervalo de confianca a 95%; “valor do qui-

quadrado calculado e grau de liberdade; °Razdo de resisténcia da CLso da linhagem dividida pela CLso da linhagem suscetivel (SUS)
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Para a linhagem resistente a metaflumizone, a razdo de resisténcia foi > 680 vezes,
sendo a CLso de 4,57 (3,69 — 5,62) pug metaflumizone mL™ e 3141,96 (1638,32 — 6345,66) ug
metaflumizone mL™ para as linhagens suscetivel SUS e Metaflumizone-R respectivamente
(Tabela 1). Os heterozigotos apresentaram sobreposi¢do no intervalo de confianga com valores
de CLso de 61,78 (49,97 - 76,47) pug metaflumizone mL?* e 78,99 (62,54 - 98,59) ug
metaflumizone mL™* para Hm1 e Hm2 respectivamente. Os heterozigotos ndo diferiram entre
si pelo teste de igualdade (32 = 2,56, gl= 2, P=0,278) e paralelismo (x? = 0,08, gl= 1, P=0,773),
sugerindo que os genes relacionados a resisténcia de S. frugiperda a metaflumizone também
estdo localizados em cromossomos autossémicos, ndo possuindo efeito maternal ou ligagdo ao

cromossomo sexual.

3.3.1.1. Dominancia da resisténcia

A linhagem Indoxacarb-R em concentragdes menores (abaixo de 56 pg indoxacarb
mL?) apresentou uma heranca codominante e nas concentragdes mais altas (acima de 100 pg
indoxacarb mL™) foi considerada funcionalmente recessiva (Figura 3.1), indicando que a
dominancia da resisténcia é dependente da concentragdo do inseticida, de acordo com Bourguet
et al. (2000). Pelo método de Stone (1968), a dominancia foi estimada de — 0,076 e de — 0,097
para os cruzamentos Hil: JSUS x QIndoxacarb-R e Hi2: & Indoxacarb-R x 2SUS,
respectivamente, indicando que a resisténcia a indoxacarb apresentou trago incompletamente

recessivo.
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Figura 3.1 Grau de dominéancia da resisténcia de Spodoptera frugiperda em fungéo da concentracéo de
indoxacarb (Método de Bourguet et al. 2000).

Para a linhagem Metaflumizone-R, o0 mesmo comportamento foi observado, em
concentragdes abaixo de 1000 pg metaflumizone mL™ apresentou uma heranca codominante e
funcionalmente recessiva nas concentragdes iguais ou acima de 1800 pg metaflumizone mL™*
(Figura 3.2), calculado pelo método de Bourguet et al. (2000). O grau de dominéncia foi
considerdo incompletamente recessivo, estimado pelo método de Stone (1968), apresentando -
0,203 e -0,066 para Hm1 (RSUS x d'Metaflumizone-R) e Hm2 (2 Metaflumizone-R x JSUS),

respectivamente.
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Figura 3.2 Grau de dominéncia da resisténcia de Spodoptera frugiperda em func¢éo da concentragdo de
metaflumizone (Método de Bourguet et al. 2000).

3.3.1.2. Numero de genes associados a resisténcia

Utilizando o teste do qui-quadrado, foi possivel comparar a mortalidade observada e
esperada dos individuos provenientes dos retrocruzamentos entre as linhagens heterozigotas
(originados do cruzamento da linhagem SUS e Indoxacarb-R) com o parental fenotipicamente
mais distinto (Indoxacarb-R). Nas duas concentragdes mais altas, préximas a concentracéo
diagndstica, a hipotese da heranga monogénica foi rejeitada para os retrocruzamentos testados,
relacionando a sobrevivéncia de S. frugiperda em concentracdes elevadas de indoxacarb a um
efeito poligénico. Se considerarmos as concentracBes mais baixas testadas, a mortalidade
observada dos cruzamentos ndo diferiu da esperada (Tabela 3.2), demonstrando que a
sobrevivéncia de S. frugiperda nestas concentrac@es pode também estar relacionada a um efeito

monogénico.
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Tabela 3.2 Andlise do qui-quadrado (x?) da mortalidade dos retrocruzamentos entre a linhagem
resistente Indoxacarb-R e a progénie F1 dos cruzamentos reciprocos (Hil = 4SUS x QIndoxacarb-R)
expostas a diferentes concentragdes de indoxacarb.

Concentragio 4 Hil x @ Indoxacarb-R (R1) J Indoxacarb-R x QHil (R2)

pgi.a. mL-1 Obs? EspP X~ Obs? EspP xe
56 60,87 56,08 1,20 61,79 56,08 1,53
100 86,96 66,62 14,11* 88,24 66,62 15,61*
180 91,06 76,71 8,48* 91,30 76,71 9,01*

& Mortalidade observada; ® Mortalidade esperada baseada em heranca mendeliana e ¢ valor do qui-
quadrado calculado *Diferenca significativa (P < 0,05, grau de liberdade = 1) entre a mortalidade

observada e a esperada.

Para a linhagem Metaflumizone-R, a mortalidade observada e esperada de individuos
provenientes dos retrocruzamentos das linhagens heterozigotas (oriundos do cruzamento da
linhagem suscetivel e Metaflumizone-R) com o parental que apresentou o fendtipo mais distinto
(Metaflumizone-R), foi verificado uma variacdo nas mortalidades observadas e esperadas
(Tabela 3.3). Nos cruzamentos testados nas concentragdes mais baixas ndo diferiu a mortalidade
observada e esperada demonstrando que a sobrevivéncia de S. frugiperda nestas concentragdes
pode estar relacionada a um efeito monogénico. Nas concentracfes mais altas a hipotese da
heranca monogénica foi rejeitada, relacionando a sobrevivéncia de S. frugiperda em

concentragOes elevadas de metaflumizone a um efeito poligénico.

Tabela 3.3 Andlise do qui-quadrado (¥2) da mortalidade dos retrocruzamentos entre a linhagem da
resistente  Metaflumizone-R e a progénie Fi dos cruzamentos reciprocos (Hm2 = J4SUS x
QMetaflumizone-R) expostas a diferentes concentracdes de metaflumizone.

Concentracdo 4 Metaflumizone-R x @ Hm2 (R3) & Hm2 x @ Metaflumizone-R (R4)
pgia mL? Obs? Esp® x2° Obs? Esp® xe
18 6,38 8,80 0,02 3,55 8,80 0,95
32 9,22 12,20 0,08 19,45 12,20 5,29*
56 30,50 26,17 1,24 42,46 26,17 11,24*
100 3191 37,51 0,54 47,52 37,51 3,78*
180 61,70 43,69 10,35* 60,61 43,69 8,95*

a Mortalidade observada; ® Mortalidade esperada baseada em heranca mendeliana e ¢ valor do qui-
quadrado calculado. *Diferenca significativa (P < 0,05, grau de liberdade = 1) entre a mortalidade

observada e a esperada.
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3.3.2. Resisténcia cruzada de S. frugiperda entre inseticidas que atuam nos canais

de sédio

Foram verificadas resisténcia cruzada entre os inseticidas que atuam nos canais de
sodio testados (Tabela 4). A linhagem Indoxacarb-R se mostrou resistente a metaflumizone (RR
= 5,9) e lambda-cyhalothrin (RR = 7,3), assim como a linhagem Metaflumizone-R se mostrou
resistente a indoxacarb (RR = 22,8) e lambda-cyhalothrin (RR = 11,8).

Tabela 3.4 Concentragdo-resposta das linhagens suscetivel (SUS), resistente a indoxacarb (Indoxacarb-
R) e metaflumizone (Metaflumizone-R) de Spodoptera frugiperda aos inseticidas lambda cyhalothrin,
indoxacarb e metaflumizone.

- . Coef. ang.
Inseticida Linhagem nt Ep? CLso (1C 95%)® ¥(@)* RR®
+
SUS 528 4,98+0,58 4,64 (4,15-5,12) 38(B) -
Lambda
) Indoxacarb-R 504 2,81+0,27 34,05(27,06-4333) 82(5) 73
cyhalothrin )
Metaflumizone-R 552 1,89+0,18 54,81 (41,28 - 80,93) 7,6 (5) 11,8
SUS 912 2,78+0,18 3,72 (3,11-4,14) 6,7(5) -
Indoxacarb )
Metaflumizone-R 504 2,25+0,19 104,32(87,56-122,95) 3,0(5) 228
SUS 516 3,11+0,24 4,57 (3,69 -5,62) 7905) -

Metaflumizone
Indoxacarb-R 551 2,39+0,20 21,96 (19,12 - 25,15) 3,5(5) 59

NUmero de insetos testados; 2 Coeficiente angular e erro padrao da média; * Concentracao letal 50 (ug
i.a. mL1) e intervalo de confianca a 95%; “valor do qui-quadrado calculado e grau de liberdade; Razédo

de resisténcia da CLsp da linhagem dividida pela CLso da linhagem suscetivel (SUS)

3.4. Discussao

Embora o uso de inseticidas blogueadores de canais de sodio ndo seja elevado no
controle de lepiddpteros praga no Brasil, demonstramos que h& risco de evolugédo da resisténcia
de S. frugiperda para indoxacarb (RR = 30 vezes) e metaflumizone (> 600 vezes), com padrdo
de heranca da resisténcia incompletamente recessivo e com efeito poligénico. Apesar de o
padrdo de heranca da resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone ser
incompletamente recessiva, ou seja, com o fendtipo dos heterozigotos mais préximos ao da
linhagem suscetivel, o carater resisténcia € dependente da dose e com a queda da atividade

bioldgica dos inseticidas pulverizados no campo, poderd haver uma maior sobrevivéncia de
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heterozigotos, acelerando assim a evolugdo da resisténcia, conforme demonstrado no
caracterizacdo da dominancia da resisténcia no presente estudo.

O risco de evolucdo da resisténcia a indoxacarb e metaflumizone ja foi apontado em
diversos paises, tais como em H. armigera em cultivos de algoddo na Australia e China (Bird
2017, Bird et al. 2017, Cui et al. 2018), S. litura no Paquistdo (Ahmad et al. 2008, Sayyed et al.
2008), S. exigua (Su e Sun 2014, Ahmad et al. 2018), P. xylostella na China (Khakame et al.
2013, Wang et al. 2016, Shen et al. 2017, Zhang et al. 2017) e T. absoluta na Grécia (Roditakis
et al. 2017). No Brasil, o inseticida indoxacarb tem sido comercializado h& mais de 10 anos e
ja foram confirmados casos de resisténcia em P. xylostella (Santos et al. 2011), T. absoluta
(Silvaetal. 2011) e S. zeamais (Haddi et al. 2015). Ja metaflumizone esta no mercado ha menos
de cinco anos, contudo ja foi relatado um caso de resisténcia para T. absoluta (Silva, et al.
2016b).

O padrdo de heranca da resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone foi
caracterizado como autossdmico e incompletamente recessivo, com efeito poligénico. A
maioria dos casos reportados de resisténcia a estes inseticidas também concluiram que a
resisténcia é de carater autossdmico e incompletamente recessivo, tais como em P. xylostella
resistente a indoxacarb (Nehare et al. 2010, Marak et al. 2017) e metaflumizone (Shen et al.
2017). Entretanto, em H. armigera (Bird 2017), S. litura (Sayyed et al. 2008) e P. xylostella
(Marak et al. 2017), a resisténcia a indoxacarb foi incompletamente dominante. Tais diferencas
no padrdo de heranga da resisténcia nas diferentes espécies pode ser atribuido a diferentes
pressOes de selecdo com inseticidas e variabilidade genética entre espécies ou populacfes de
diferentes regides geograficas levando a selecdo de diferentes mecanismos de resisténcia
(Heckel et al. 1999, Bourguet et al. 2000).

Foram encontradas a presenca de resisténcia cruzada entre os inseticidas indoxacarb,
e metaflumizone em S. frugiperda no presente estudo. Shen et al. (2020) também reportou a
presenca de resisténcia cruzada moderada a indoxacarb em uma populagdo de P. xylostella
resistente a metaflumizone e baixa para outros inseticidas de outros grupos quimicos. Por outro
lado, uma linhagem de S. exigua resistente a metaflumizone nédo apresentou resisténcia cruzada
a indoxacarb (Su & Sun 2014).

As linhagens Indoxacarb-R e Metaflumizone-R de S. frugiperda apresentaram razfes
de resisténcia ao inseticida lambda cyhalothrin de 7,3 e 11,8 vezes respectivamente.
Possivelmente trata-se de resisténcia mdltipla e ndo resisténcia cruzada, uma vez que a
linhagem de S. frugiperda resistente a lambda-cyhalotrin ndo apresentou resisténcia cruzada a

indoxacarb e metaflumizone (Capitulo 2). Devido a evolucao da resisténcia de S. frugiperda a
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lambda-cyhalothrin no Brasil (Diez-Rodriguez & Omoto 2001, Carvalho et al. 2013),
possivelmente as linhagens Indoxacarb-R e Metaflumizone-R foram selecionadas juntamente
com os alelos que conferem resisténcia a lambda-cyhalothrin. A auséncia de resisténcia cruzada
entre inseticidas bloqueadores de canais de sddio (indoxacarb e metaflumizone) e piretroides
foi reportada em T. absoluta, H. armigera e P. xylostella (Silva et al. 2016a, Bird 2017, Shen
et al. 2017, 2020). Por outro lado, ha relados de resisténcia cruzada moderada em populacGes
de P. xylostella resistentes a indoxacarb e inseticidas piretroides (cypermethrin e beta-
cypermethrin) (Nehare et al. 2010, Zhang et al. 2017). Contudo, como os autores ndo utilizaram
linhagens resistentes quase-isogénicas para verificar a existéncia de resisténcia cruzada e os
resultados reportados poderiam ser devido a resisténcia maltipla e ndo resisténcia cruzada.

Apesar de a maioria dos trabalhos de resisténcia a inseticidas blogueadores de canais
de sodio evidenciarem que a desintoxicacdo metabolica estd envolvida como principal
mecanismo de resisténcia (Shono et al. 2004, Nehare et al. 2010, Pang et al. 2012, Tian et al.
2014, Haddi et al. 2015, Silva, et al. 2016 a, Bird 2017), a resisténcia de S. frugiperda a
indoxacarb e metaflumizone possivelmente esta associado a mutacdes no sitio alvo devido a
presenca de resisténcia cruzada e ao carater incompletamente recessivo da resisténcia. A
resisténcia cruzada entre indoxacarb e metaflumizone em duas populagdes de P. xylostella foi
atribuida a duas mutagdes F1845Y e V1848l identificadas no segmento S6 do dominio IV dos
canais de sodio (Wang et al. 2016) e as mesmas mutacdes foram identificadas em uma
populacéo resistente a estes inseticidas em T. absoluta na Grécia e Italia (Roditakis et al. 2017).
Quando as mutacBes foram expressas em o6citos de Xenopus, verificou-se que as mutagdes
reduziram quase igualmente a inibigdo da corrente de sddio pelo indoxacarb e metaflumizone
(Jiang et al. 2015). Posteriormente, essas mutacfes foram testadas in vitro empregando a
estratégia CRISPR/Cas9 para gerar cepas de Drosophila melanogaster (Diptera:
Drosophiladae) portadoras destas mutagGes. Os resultados indicaram que ambas as mutagdes
conferem resisténcia a indoxacarb e a metaflumizone, sendo que a mutacdo F1845Y conferiu
uma maior razao de resisténcia a metaflumizone (Samantsidis et al. 2019).

Em suma, no presente trabalho caracterizamos a resisténcia de S. frugiperda a
indoxacarb e metaflumizone como sendo autossdmica e incompletamente recessiva, com efeito
poligénico. Foram verificadas a presenca de resisténcia cruzada entre indoxacarb e
metaflumizone. Além disso, as linhagens de S. frugiperda resistentes a indoxacarb e
metaflumizone (bloqueadores de canais de sodio) apresentaram menor suscetibilidade ao
inseticida piretroide lambda-cyhalothrin (modulador de canais de s6dio) quando comparadas

com a resposta da linhagem SUS, possivelmente devido a resisténcia maltipla. Estes resultados



64

fornecem informacdes essenciais para a implementacdo de programas de manejo de resisténcia
e para preservar a vida Util de inseticidas bloqueadores de canais de sodio no controle de S.

frugiperda no Brasil.
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4. CUSTOS ADAPTATIVOS ASSOCIADOS A RESISTENCIA DE Spodoptera
frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) A INSETICIDAS BLOQUEADORES
DE CANAIS DE SODIO

RESUMO

Custos adaptativos estdo frequentemente associados a alelos que conferem
a resisténcia de insetos a inseticidas e estes custos podem ser explorados em
programas de manejo da resisténcia. No presente estudo, foram avaliados os
possiveis custos adaptativos associados a resisténcia de Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) aos inseticidas indoxacarb e metaflumizone, mediante
uso de linhagens geneticamente semelhantes. Foram utilizadas linhagens de S.
frugiperda resistente a indoxacarb (Indoxacarb-R) e resistente a metaflumizone
(Metaflumizone-R) selecionadas por F> screen a partir de uma populagéo de campo
proveniente de Sdo Desidério-BA (BA-48), em comparacdo com a linhagem
suscetivel (SUS-BA) obtida a partir da populacdo BA-48 mantida no laboratdrio na
auséncia da pressdo de selecdo com inseticidas por mais de 20 geragdes. Houve
reducdo significativa da CLso para indoxacarb de 17,07 (13,43 - 22,01) pg
indoxacarb mL™* (BA-48) para 5,10 (4,34 — 5,83) g indoxacarb mL™* (SUS-BA) e
para metaflumizone de 11,85 (10,19 - 13,78) ug metaflumizone mL™* (BA-48) para
4,68 (3,47 - 5,88) pg metaflumizone mL?, indicando que a resisténcia de S.
frugiperda a indoxacarb e metaflumizone € instavel. Os parametros bioldgicos da
tabela de vida de fertilidade foram avaliados nas linhagens SUS-BA, Indoxacarb-
R, Metaflumizone-R e heterozigotos de ambos inseticidas. O valor adaptativo
relativo a linhagem SUS-BA, baseado na taxa intrinseca de crescimento (rm), foi de
0,93 e 0,91 para as linhagens Indoxacarb-R e Metaflumizone-R respectivamente.
Por outro lado, os heterozigotos de ambas os inseticidas ndo apresentaram reducao
no valor adaptativo relativo. Portanto, a presenca de custos adaptativos associados
a resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone podem ser explorados
em programas de manejo da resisténcia de S. frugiperda para estes inseticidas.

Palavras chave: 1. Lagarta-do-cartucho do milho 2. Sele¢éo 3. Custo adaptativo 4.
Resisténcia a inseticidas 5. Indoxacarb 6. Metaflumizone

ABSTRACT

Fitness costs are often associated with alleles that confer insect resistance
to insecticides and these costs can be exploited in resistance management strategies.
In this study, we evaluated possible fitness costs associated with resistance of
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) to indoxacarb and metaflumizone
using genetically similar strains. We used strains of S. frugiperda resistant to
indoxacarb (Indoxacarb-R) and metaflumizone (Metaflumizone-R) selected by F»
screen from a field population collected in Sdo Desidério-BA (BA-48) in compare
with a susceptible strain (SUS-BA) obtained from BA-48 population maintained
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under laboratory conditions in the absence of selection pressure with insecticides
for more than 20 generations. There was a significant reduction in LCso to
indoxacarb from 17.07 (13.43 — 22.01) pg indoxacarb mL™* (BA-48) to 5.10 (4.34
— 5.83) g indoxacarb mL™? (SUS-BA) and to metaflumizone from 11.85 (10.19 —
13.78) pug metaflumizone mL* (BA-48) to 4.68 (3.47 — 5.88) pg metaflumizone mL
1 indicating that resistance of S. frugiperda to indoxacarb and metaflumizone is
unstable. Life history traits were evaluated in SUS-BA, Indoxacarb-R,
Metaflumizone-R and heterozygous individuals for both insecticides. The relative
fitness to SUS-BA strain, based on intrinsic rate of increase (rm), was 0.93 and 0.91
to Indoxacarb-R and Metaflumizone-R strains respectively. On the other hand, the
heterozygous of both insecticides did not show reduction in the relative fitness.
Thus, the presence of fitness costs associated with resistance of S. frugiperda to
indoxacarb and metaflumizone can be exploited in resistance management
programs of S. frugiperda to these insecticides.

Keywords: 1. Fall armyworm 2. Selection 3. Fitness cost 4. Insecticide
resistance 5. Indoxacarb 6. Metaflumizone

4.1. Introducéo

A evolucédo da resisténcia de insetos pragas a inseticidas tem sido um dos grandes
obstaculos em programas de manejo integrado de pragas (Sparks & Lorsbach 2017, Nauen et
al. 2019). Custos adaptativos podem estar associados a resisténcia na auséncia da pressdo de
selecdo e podem ser explorados em estratégias e manejo da resisténcia (Roush & McKenzie
1987, Roush & Daly 1990, Kliot & Ghanim 2012, Freeman et al. 2021). Os insetos que
apresentam custos associados a resisténcia geralmente exibem menor aptiddo bioldgica, tais
como atraso no desenvolvimento e menor viabilidade.

Apesar da relevancia da avaliacdo de custos adaptativos associados a resisténcia de
insetos a inseticidas, em muitos dos estudos reportados nao se utiliza linhagens geneticamente
semelhantes (ffrench-Constant & Bass 2017, Freeman et al. 2021). Para as avaliagdes de custo
adaptativo é recomendado a utilizacdo de linhagens resistentes quase-isogénicas a linhagem
suscetivel a ser comparada, em que a obtencdo é realizada a partir de retrocruzamentos
sucessivos da linhagem resistente com a linhagem suscetivel (Roush & McKenzie 1987, Roush;
Tabashnik 1991, Bird et al. 2020), entretanto, para obtencéo destas linhagens quase-isogénicas
é demorado e trabalhoso. Outra possibilidade é o uso de linhagens com similaridade genética,
como uso de linhagens com 0 mesmo componente genético em que as linhagens resistentes e

suscetiveis apresentam diferencas apenas em pequenas regides do genoma que confere
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resisténcia, o que torna adequado para a avaliacdo dos custos adaptativos associados a
resisténcia (ffrench-Constant & Bass 2017, Shen et al. 2017, Freeman et al. 2021).

A maioria dos trabalhos tém demonstrado a presenca de custos adaptativos associados
a inseticidas blogueadores de canais de sodio (indoxacarb e metaflumizone) (Sayyed & Ahmad
2008, Afzal et al. 2015, Shen et al. 2017, Cui et al. 2018, Barbosa et al. 2020). A linhagem de
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) resistente a indoxacarb apresentou menor taxa
de crescimento e fecundidade em relacéo a linhagem suscetivel (Cui et al. 2018), assim como
em Plutella xylostella (Lepidoptera: Plutellidae) em que apds 37 gerages sob pressdo de
selecdo com metaflumizone em laboratério, a linhagem resistente apresentou um atraso no
desenvolvimento larval e pupal e reducdo na sobrevivéncia larval em comparacdo a linhagem
ndo selecionada (Shen et al. 2017).

Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar os possiveis custos adaptativos
associados a resisténcia de S. frugiperda aos inseticidas indoxacarb e metaflumizone, mediante

0 uso de linhagens geneticamente semelhantes obtidas a partir de uma mesma populacao.

4.2. Material e métodos
4.2.1. Insetos

As linhagens de S. frugiperda resistentes a indoxacarb (Indoxacarb-R) e
metaflumizone (Metaflumizone-R) foram selecionadas por F2 screen (vide Capitulo 3), a partir
de uma populacdo de campo proveniente do municipio de Sdo Desidério - BA (12°51°12,096”
S ¢45°28°12,72” W) (populacao designada BA-48) e mantidas sob constante presséo de selecao
utilizando concentragdes de 100 pg mL™ de indoxacarb e de 560 pg mL™* de metaflumizone
para a linhagem Indoxacarb-R e Metaflumizone-R, respectivamente. A linhagem suscetivel de
referéncia (SUS-BA) no presente estudo foi proveniente a partir da populacdo BA-48 mantida

em laboratorio na auséncia da pressédo de selecdo com inseticidas por mais de 20 geracdes.

4.2.2. Respostas das linhagens suscetivel e resistente de S. frugiperda a indoxacarb

e metaflumizone
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A caracterizacdo das curvas de concentragdo-resposta das linhagens SUS-BA
Indoxacarb-R e Metaflumizone-R foi realizada mediante o uso do método de bioensaio por
ingestdo com tratamento superficial da dieta artificial, conforme descrito no Capitulo 3.

Foram utilizadas nove concentragdes (10 a 1000 pg mL™?) de indoxacarb (Avatar®
150, 150 g de i.a. LY, FMC Quimica do Brasil Ltda.) para a linhagem Indoxacarb-R, nove
concentragdes (32 a 56000 pg mL™?) de metaflumizone (Verismo®, 240 g de i.a. L, Basf S. A.)
para a linhagem Metaflumizone-R e para a linhagem SUS-BA foram expostas a nove
concentracdes (1 a 100 pg mL™) para ambos os inseticidas. Para cada concentragdo foram
testadas no minimo trés repeticdes de 24 lagartas cada, totalizando pelo menos 72 lagartas por
concentragéo.

Os dados de mortalidade foram submetidos & analise de Probit com o uso do software
Polo-PC (LeOra software 2002) para a estimativa das concentracdes letais 50 (CLso),
respectivos intervalos de confianga (IC 95%) e valores de coeficiente angular. A razdo de
resisténcia foi estimada por meio da divisdo da CLso da linhagem resistente pela CLso da

linhagem suscetivel.

4.2.3. Custos adaptativos associados a resisténcia de S. frugiperda a inseticidas

bloqueadores de canais de sodio

A avaliacdo de custos adaptativos associados a resisténcia de S. frugiperda a
inseticidas bloqueadores de canais de sodio foi realizada mediante avaliacdo de parametros
bioldgicos para a confecgdo de tabelas de vida de fertilidade das linhagens Indoxacarb-R, SUS-
BA e heterozigotos HZi (SUS-BA & x Indoxacarb-R Q) para indoxacarb e linhagens
Metaflumizone-R, SUS-BA e heterozigotos HZm (SUS-BA & x Metaflumizone-R Q) para
metaflumizone.

Para cada tratamento, os parametros bioldgicos foram avaliados a partir de 160
neonatas. Foram utilizadas placas plésticas (Advento do Brasil, S&o Paulo, Brasil) de 16 células
contendo dieta artificial (Kasten et al. 1978) e mantida em condig¢des controladas (25+2°C,
70+10% UR, fotofase de 14 horas) para cada tratamento. Posteriormente as pupas foram
individualizadas em copos plasticos transparentes (50 mL), invertidos sobre um papel filtro
umedecido, até a emergéncia dos adultos. Em seguida, os adultos separados em casais (20 casais
tratamento) e transferidos em gaiolas de PVC (20 cm altura x 10 cm de didmetro) revestidas
internamente com papel para substrato de oviposigéo e os adultos foram alimentados com uma

solucéo de mel a 10%. A cada dois dias foi trocado a solugédo de mel, as posturas foram retiradas
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diariamente para contagem do ndmero de ovos e para avaliagdo da viabilidade dos ovos foi
contado o numero de lagartas eclodidas da 22 postura.

Foram avaliados os parametros de duracdo (dias) e viabilidade (%) do periodo
embrionario, larval, pupal e ovo-adulto, além do peso das lagartas com 10 dias e pupas apos 24
horas. Em que os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos
comparadas por teste Tukey (p < 0.05) (R Development Core Team 2020).

A tabela de vida de fertilidade foi confeccionada para a estimativa da taxa liquida de
reproducdo (Ro), duracdo média de uma geracdo (T), taxa intrinseca de crescimento (rm) e razao
finita de aumento (A) com o ‘lifetable.r’ (Maia et al. 2014) de cada tratamento. O custo
adaptativo relativo foi obtido pela razdo entre rm da linhagem resistente Indoxacarb-R ou
Metaflumizone-R e o rm da linhagem suscetivel (SUS-BA) (Bird et al., 2020).

4.3. Resultados

4.3.1. Respostas das linhagens suscetivel e resistente de S. frugiperda a indoxacarb

e metaflumizone

As caracterizagdes da concentragdo-resposta a inseticidas bloqueadores de canais de
sodio para a linhangens SUS-BA, Indoxacarb-R e Metaflumizone-R estdo na Tabela 4.1. Para
o inseticida indoxacarb, houve reducdo no valor da CLso de 17,07 (13,43 —22,01) g indoxacarb
mL? (BA-48) para 5,10 (4,34 — 5,83) pg indoxacarb mL* (SUS-BA) apds 20 geracOes na
auséncia de pressdo de selecdo. A razdo de resisténcia para indoxacarb foi > 22. A reducgédo no
valor de CLso foi também observada para metaflumizone na auséncia de pressao de selecéo por
27 geracOes com valores de 11,85 (10,19 — 13,78) (BA-48) para 4,68 (3,47 — 5,88) ug

metaflumizone mL* (SUS-BA). A razio de resisténcia para metaflumizone foi de 671 vezes.

Tabela 4.1 Concentracdo-resposta da populacdo BA 48 e das linhagens SUS-BA, Indoxacarb-R e
Metaflumizone-R de Spodoptera frugiperda a inseticidas blogueadores de canais de sodio.

o Coef. Ang.
Populacdo/Linhagem F!' n? (+ EPY) CLso (IC 95%)* x’(g)® RR®
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BA-48 F. 696 2,010,13 17,07 (13,43 - 22,01) 1326 (7) -
SUS-BA F» 550 3,49 (0,38) 5,10 (4,34 - 5,83) 196 (5) -
Indoxacarb-R - 671 2,126+0,14 11443 (92,45-142,32)  11,35(7) 22,4
BA 48 F, 599 2,91%0,20 11,85 (10,19 - 13,78) 6,28 (6) -
SUS-BA Fo, 478 2,81+0,33 4,68 (3,47 - 5,88) 658 (6) -
Metaflumizone-R - 933 0,81+0,05 3141,96 (1638,32 - 6345,66) 27,75 (7) 6713

1 Geracdo; 2Numero de insetos testados;  Coeficiente angular e erro padrdo da média; 4 Concentracdo
letal 50 (ug i.a. mL™?) e intervalo de confianca a 95%; °valor do qui-quadrado calculado e grau de
liberdade; ®Razdo de resisténcia em comparagdo a SUS-BA: CLs, da linhagem resistente dividida pela
CLso da linhagem SUS-BA.

4.3.2. Custos adaptativos associados a resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e

metaflumizone

Os parametros bioldgicos obtidos para as linhagens SUS-BA, Indoxacarb-R e
heterozigoto (HZi) estdo apresentados na Figura 4.1. N&o foram observadas diferencas
significativas no periodo embrionario e na duracdo da fase de pupa entre as linhagens. Por outro
lado, a linhagem resistente (Indoxacarb-R) apresentou maior duracdo no periodo larval em
comparagdo com a linhagem SUS-BA e HZi, o que ocasionou um aumento significativo do
ciclo total de mais de quatro dias em relagdo a SUS-BA. Na&o houve diferenca significativa na
viabilidade larval para as linhagens SUS-BA, Indoxacarb-R e HZi. A viabilidade da fase de
0vo, pupa e ovo-adulto foi similar entre as linhagens SUS-BA e Indoxacarb-R, sendo a
linhagem dos heterozigotos HZi apresentou maior viabilidade para as fases de ovo (79,42%),
pupa (85,63%) e ovo-adulto (65,05%).
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Figura 4.1 Duracéo (A) e viabilidade (B) das fases das linhagens SUS-BA, Indoxacarb-R e heterozigoto
(HZi) de Spodoptera frugiperda em dieta artificial. As colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente (P > 0,05, teste de Tukey).
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Para os parametros de periodo de pré-oviposicdo, oviposicdo e pds-oviposicdo, ndo
houve diferenca significativa entre as linhagens (Figura 4.2). A linhagem Indoxacarb-R
apresentou o menor peso larval com 10 dias (59,18 mg) e peso pupal (217,33 mg) comparadas
as outras linhagens avaliadas.
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Figura 4.2 Duracéo do periodo de pré-oviposicao, oviposicdo e pds-oviposicdo, peso de pupa e lagarta
das linhagens SUS-BA, Indoxacarb-R e heterozigoto (HZi) de Spodoptera frugiperda em dieta artificial.
As colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (P > 0,05, teste de Tukey).

A taxa liquida de reproducéo (Ro) para a linhagem HZi foi significativamente superior
aos valores para as linhagens Indoxacarb-R e SUS-BA (Tabela 4.2). Foram observadas
diferencas significativas para a taxa intrinseca de crescimento (rm), com valores de 0,14; 0,13 e
0,17 para as linhagens SUS-BA, Indoxacarb-R e HZi respectivamente. No que se refere a razdo
finita de aumento (1) os valores foram diferentes entre as linhagens, com valores de 1,15; 1,13

e 1,19 para as linhagens SUS-BA, Indoxacarb-R e HZi respectivamente.

Tabela 4.2 Pardmetros da tabela vida de fertilidade de linhagens suscetivel SUS-BA, resistente
Indoxacarb-R e heterozigotos HZi de Spodoptera frugiperda em dieta artificial.

Linhagens Ro T m A
SUS-BA 245,71+21,27b 38,76+0,17b 0,14+0,01b 1,15+0,01b
Indoxacarb-R 206,63+25,41b 42,86 +0,36a 0,13+0,01c 1,13+0,01c

HZi (SUS-BA & x Indoxacarb-R Q) 734,14+48,27a 38,84+0,13b 0,17+0,01a 1,19+0,01a

Taxa liquida de reproducéo (Ro), duragdo media de uma geragdo (T), taxa intrinseca de crescimento (rm)

e taxa finita de aumento (A).

O custo adaptativo relativo da linhagem Indoxacarb-R foi de 0,93 indicando que essa

linhagem apresenta uma desvantagem competitiva em comparagdo com a linhagem SUS-BA,
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na auséncia de pressdo de selecdo por indoxacarb. Por outro lado, a linhagem dos heterozigotos
(HZi) mostrou um valor de custo adaptativo relativo de 1,21, demonstrando auséncia de custo.

Com relacgdo ao custo adaptativo da resisténcia de S. frugiperda a metaflumizone, ndo
foi observado diferengas significativas no periodo embrionério e na duracéo da fase de larva e
ovo-adulto entre as linhagens testadas, havendo maior duracdo no periodo de pupa para a
linhagem resistente (Metaflumizone-R) (9,69 dias) e suscetivel (SUS-BA) (9,39 dias) (Figura
4.3). Para a viabilidade das fases somente a viabilidade do ovo-adulto apresentou diferenca
significativa, sendo que a viabilidade do heterozigoto HZm (51,77%) foi maior comparado com
os valores obtidos para as linhagens Metaflumizone-R (26,08%) e SUS-BA (28,87%). O peso
das lagartas com dez dias foi semelhante para as linhagens testadas 74,89; 66,41 e 76,41 mg
para SUS-BA, Metaflumizone-R e HZm, respectivamente, entretanto para peso de pupa o
heterozigoto diferiu com 225,81 mg com as demais linhagens testadas 214,54 e 208,45 mg para
SUS-BA e Metaflumizone-R.

A Ovo Lagarta Pupa Ovo-adulto

404
a a a
T III

a a a
.. I i .

Tempo (dias)
8 8

-
o

B QOvo Lagarta Pupa Ovo-adulto
a a a

904 4 a
93 4 a a
by a
© da
EBO-
- b b
&
S 30+ ’ -

I Hzm ) Metafumizone-R [ sus-Ba

Figura 4.3 Duragdo (A) e viabilidade (B) das fases das linhagens SUS-BA, Metaflumizone-R e
heterozigoto (HZm) de Spodoptera frugiperda em dieta artificial. As colunas seguidas pela mesma letra
ndo diferem estatisticamente (P > 0,05, teste de Tukey).
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Né&o houve diferenca significativa entre os periodos de pré-oviposicdo e oviposicao
para as linhagens testadas (Figura 4.4). Houve diferenca significativa apenas para o periodo de
po6s-oviposicdo em que HZm apresentou mais de dois dias comparada as outras linhagens. O
peso de lagartas com dez dias foi significativamente diferente e maior para a linhagem
heterozigota HZm, entretanto o0 mesmo n&o foi observado para o peso de pupa, que ndo

apresentou diferenca significativa para as linhagens avaliadas.
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Figura 4.4 Duragdo do periodo de pré-oviposigdo, oviposicdo e pos-oviposi¢do, peso de pupa e lagarta
das linhagens SUS-BA Metaflumizone-R e heterozigoto (HZm) de Spodoptera frugiperda em dieta
artificial. As colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (P > 0,05, teste de Tukey).
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Em relacdo a a taxa liquida de reproducéo (Ro), ndo houve diferenca significativa entre
a linhagem resistente a metaflumizone (Metaflumizone-R) e suscetivel (SUS-BA), mas
difereriram significativamente dos heterozigotos (HZm) (Tabela 4.3). Os heterozigotos
apresentaram maior capacidade de aumentar de aproximadamente 448,20 vezes de uma geracao
para a outra, em um tempo médio de geracdo de 38 dias, diferindo estatisticamente das
linhagens SUS-BA e Metaflumizone-R que apresentaram maior tempo médio de geracdo de
41,38 e 42,06 dias respectivamente.
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Tabela 4.3 Parametros da tabela vida de fertilidade de linhagens suscetivel SUS-BA, resistente
Metaflumizone-R e heterozigotos HZm de Spodoptera frugiperda em dieta artificial.

Linhagens Ro T m A
SUS-BA 132,39 +27,14b 4138+050a 0,12+0,01b 1,12+0,01b
Metaflumizone-R 116,70+ 19,17b 42,06+048a 0,11+0,01b 1,12+0,01b

HZm (SUS-BA & x

. 448,20 +5433a 38,79+0,27b 0,16+0,0la 1,17+001a
Metaflumizone-R Q)

Taxa liquida de reproducéo (Ro), duracdo média de uma geracdo (T), taxa intrinseca de crescimento (rm)

e taxa finita de aumento (A).

Para os valores da taxa intrinseca de crescimento (rm), os valores encontrados foram
positivos indicando aumentos populacionais nas trés linhagens avaliadas. A razéo finita de
aumento (1) foi de 1,12 para as linhagens SUS-BA e Metaflumizone-R e de 1,17 para HZm
1,17. O custo adaptativo relativo da linhagem Metaflumizone-R foi de 0,91 indicando que, na
auséncia de pressao de selecdo por metaflumizone, essa linhagem apresenta uma desvantagem
competitiva em comparacdo com a linhagem suscetivel. Por outro lado, a linhagem dos
heterozigotos (HZm) mostrou um custo adaptativo relativo de 1,33, demonstrando auséncia de

custo.

4.4. Discussao

No presente estudo foram verificadas presenca de custos adaptativos associados a
resisténcia de S. frugiperda a inseticidas blogueadores de canais de sddio, baseado em
parametros bioldgicos da tabela de vida de fertilidade mediante uso de linhagens geneticamente
semelhantes. O valor adaptativo para a linhagem Indoxacarb-R e Metaflumizone-R foi de 0,93
e 0,91 respectivamente, relativamente ao valor da taxa intrinseca de crescimento (rm) para
linhagem SUS-BA. A linhagem suscetivel de referéncia (SUS-BA) foi obtida da mesma
populacdo de campo (BA-48) que originou as linhagens resistentes (Indoxacarb-R e
Metaflumizone-R). Portanto, as linhagens avaliadas no presente estudo apresentavam o mesmo
componente genético, sendo as linhagens resistentes e suscetiveis diferentes apenas em
pequenas regides do genoma que confere resisténcia a indoxacarb ou metaflumizone, o que
torna mais adequado para a avaliacdo dos custos adaptativos associados a resisténcia (ffrench-
Constant & Bass 2017, Shen et al. 2017).

Houve aumento da CLsg com a pressdo de selecdo da populacdo BA-48 com
indoxacarb e metaflumizone, ao passo que houve reducéo na CLso desta mesma populagédo BA-
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48 na auséncia de pressdo de selecdo por mais de 20 geracOes para dar origem a linhagem SUS-
BA utilizado no presente estudo. A CLso de SUS-BA foram proximos da CLso da linhagem
suscetivel de referéncia de laboratorio (SUS) (Capitulo 3). De modo semelhante, linhagens de
P. xylostella apresentaram reducdo da razéo de resisténcia na auséncia de pressao de selecéo e
aumento com pressédo de selecdo do inseticida metaflumizone em laboratério (Shen et al. 2017,
2020). Esta instabilidade pode ser explicada devido ao carater incompletamente recessivo de
resisténcia a estes inseticidas e custos adaptativos associados a resisténcia (Afzal et al. 2015,
Zhang et al. 2017, Barbosa et al. 2020). A resisténcia sendo instavel, esta caracteristica pode
ser explorada para manejar a resisténcia dos insetos a inseticidas, mediante a rotacdo de
inseticidas com diferentes mecanismos de acao.

No presente estudo, o0s custos adaptativos associados a resisténcia de S. frugiperda aos
inseticidas indoxacarb e metaflumizone foram avaliadas medindo-se parametros bioldgicos da
tabela de vida de fertilidade. Foi observado uma maior duragdo do tempo larval e ovo-adulto
para a linhagem Indoxacarb-R e este atraso no desenvolvimento pode promover uma
desvantagem significativa mediante, por exemplo, uma maior exposi¢do aos inimigos naturais
(Dmitriew & Rowe 2005). Além disso, este atraso poderia resultar em uma emergéncia
assincrona da maioria dos adultos suscetiveis/heterozigotos e resistentes no campo,
principalmente na linhagem Indoxacarb-R que apresentou quatro dias a mais que a linhagem
suscetivel SUS-BA. Uma vez que o acasalamento de S. frugiperda ocorre em média trés dias
apos a emergéncia do adulto (Simmons & Marti 1992) e considerando que ha uma reducéo na
fecundidade e fertilidade apds esse periodo é possivel que ocorra acasalamentos mal-sucedidos
entre as linhagens resistente e suscetivel/heterozigoto. Esta falta de sincronia do entre a
emergéncia dos adultos promoveriam o acasalamento entre os individuos da linhagem
resistente, e 0 acasalamento entre a populacao resistente e suscetivel contribuem para diminuir
a frequéncia de alelos resistentes e retardar a evolucdo da resisténcia (Gassmann et al. 20009,
Jakka et al. 2014). Outras pesquisas sobre o desenvolvimento assincrono de suscetiveis e
resistente S. frugiperda em condic¢des de campo seria necessario entender sua importancia para
evolucdo da resisténcia.

Outros parametros bioldgicos como viabilidade das fases foram afetados, entretanto a
maioria das viabilidades para as linhagens resistentes e a linhagem suscetivel foram similares,
sendo os heterozigotos que apresentaram maiores viabilidades das fases avaliadas. Assim como
para peso de lagartas e pupas em que as linhagens resistentes avaliadas foram afetadas e os
heterozigotos apresentaram maior peso. Da mesma forma, foi relatado um aumento no custo

adaptativo devido a resisténcia a indoxacarb a H. armigera (Cui et al. 2018, Bird 2020),
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Chroridea virescens (Lepidoptera: Noctuidae) (Sayyed & Ahmad 2008) e Phenacoccus
solenopsis Tinsley (Hemiptera: Pseudococcidae) (Afzal et al. 2015) e para metaflumizone em
P. xylostella (Shen et al. 2017).

As linhagens resistentes Indoxacarb-R e Metaflumizone-R apresentaram valores
baixos de Ro e demais pardmetros da tabela de vida comparados aos heterozigotos das
respectivas linhagens. Respostas semelhantes foram reportados para P. xylostella para
metaflumizone e H. armigera para indoxacarb, em que 0s autores associaram o custo a desvios
de recursos normalmente investidos em caracteristicas bioldgicas para manutencdo de
mecanismos de resisténcia assim como aumento na producdo de enzimas de desintoxicagdo
(Shen et al. 2017, Cui et al. 2018). No Brasil, linhagens de S. frugiperda resistentes a
metaflumizone e spinosad também interferiram negativamente em algumas caracteristicas
bioldgicas, como o desenvolvimento das lagartas e parametros da tabela de vida (Okuma et al.
2018, Barbosa et al. 2020).

O custo adaptativo relativo foi menor e semelhante para ambas linhagens resistentes,
e os resultados indicam que na auséncia de pressdo de selecdo as linhagens resistentes terdo
desempenho inferior em relacéo a linhagem suscetivel, possibilitando assim o restabelecimento
da suscetibilidade, como abordado por Afzal et al. (2020) que a resisténcia a indoxacarb em
Phenacoccus solenopsis (Hemiptera: Pseudococcidae) apresentou uma reducdo significativa na
resisténcia apds oito geracdes, devido provavelmente aos custos adaptativos. Por outro lado, os
heterozigotos ndo apresentaram custo relativo e melhores indices na tabela de vida,
provavelmente devido a um efeito de heterose. O custo adaptativo dos heterozigotos €
considerado bastante importante, pois 0s heterozigotos que s@o 0s principais carreadores de
alelos da resisténcia nos estagios iniciais da evolucao da resisténcia (Roush & McKenzie 1987,
Roush & Daly 1990).

Em resumo, este estudo fornece informacdes Uteis para explorar 0s custos adaptativos
associados a resisténcia de S. frugiperda aos inseticidas indoxacarb e metaflumizone em

programas de MRI.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O controle de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) tem sido baseado no
uso de plantas geneticamente modificadas que expressam toxinas de Bacillus thuringiensis
Berliner (Bt) e inseticidas quimicos convencionais no Brasil, e em consequéncia da alta presséo
de selecdo pelo intenso uso destes métodos de controle os problemas com resisténcia de insetos
tém se tornado cada vez mais constantes. Desta forma, estudos que permitam gerar informacdes
de inseticidas com novo modo de acdo, como os inseticidas bloqueadores de canal de sédio
(indoxacarb e metaflumizone), sdo fundamentais para programas de manejo de resisténcia de
insetos (MRI) de forma proativa e eficiente.

No presente estudo, foi estabelecido linhas basicas de suscetibilidade de S. frugiperda
aos inseticidas blogueadores de canais de sédio (indoxacarb e metaflumizone) no Brasil, antes
da ocorréncia de falhas de controle com o uso destes inseticidas no campo. Foram obtidas baixa
variagdo na suscetibilidade a indoxacarb e metaflumizone em populagGes de S. frugiperda
coletadas nas safras 2017/2018. A frequéncia de alelos que conferem resisténcia a indoxacarb,
estimada pelo método de F screen, foi de 0,0452 (0,0382 - 0,0527 CI 95%). Além disso, foi
possivel determinar uma concentracdo diagnostica, baseada na CLgy de cada inseticida, a ser
utilizado em programas de monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda a indoxacarb e
metaflumizone nas principais regides produtoras de milho. Resultados do monitoramento
realizado de 2017 a 2020 evidenciaram variacdo geografica e temporal na suscetibilidade de
populacdes de S, frugiperda a indoxacarb e metaflumizone. Redugdes na suscetibilidade a estes
inseticidas foram mais evidentes em populacGes de S. frugiperda provenientes da regido do
Cerrado brasileiro.

O risco potencial de evolucdo da resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e
metaflumizone foi demonstrado a partir da selecdo de linhagens resistentes a estes inseticidas
em condic¢es laboratdrio, com razfes de resisténcia de ~ 30 vezes para indoxacarb e > 600
vezes para metaflumizone. Estudos de bases genéticas da resisténcia evidenciaram um carater
incompletamente recessivo, com efeito poligénico, tanto para indoxacarb quanto para
metaflumizone. N&o foi observada a presenca de resisténcia cruzada dos inseticidas
blogueadors de canais de sédio (indoxacarb e metaflumizone) e outros inseticidas (chlorpyrifos,
lambda-cyhalothrin, lufenuron, teflubenzuron, spinetoram e chlorantraniliprole) e proteinas Bt
(CrylA.105/Cry2Ab2/CrylF e Vip3Aa20). Por outro lado, foi verificada a presenca de

resisténcia cruzada entre indoxacarb e metaflumizone. Custos adaptativos associadas a
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resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone foram verificadas para os parametros
da tabela de vida de fertilidade.

O presente estudo fornece informacdes Uteis para 0 manejo proativo da resisténcia de
S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone no Brasil, mediante, por exemplo, a rotacdo de
inseticidas com diferentes modos de a¢do. Um dos requisitos basicos para o sucesso da
estratégia de rotacdo esta na auséncia de resisténcia cruzada entre os inseticidas e a presenca de
custos adaptativos associados a resisténcia. Infelizmente ndo foi possivel explicar os
mecanismos de resisténcia de S. frugiperda a indoxacarb e metaflumizone. O uso destes
inseticidas no controle de lepiddpteros praga no Brasil ainda é baixo. Contudo, verificamos a
reducdo na suscetibilidade a estes inseticidas no decorrer do tempo, principalmente para as
populaces de S. frugiperda provenientes da regido do Cerrado. Nao verificamos a presenca de
resisténcia cruzada entre inseticidas bloqueadores de canais de sodio e os principais inseticidas
e proteinas Bt. Ha necessidade de verificar a relacdo de resisténcia cruzada a inseticidas
carbamatos (thiodicarb e methomyl) e avermectinas (emamectin benzoate) que ndo foram
testados no presente estudo. O uso de inseticidas carbamatos e avermectinas tem aumentado de
maneira expressiva com a deteccdo de Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) no
Brasil em 2013. Com o avan¢o de ferramentas moleculares, estudos de sequenciamento de
RNA/DNA poderiam auxiliar na compreensdo dos mecanismos de resisténcia a indoxacarb e

metaflumizone em S. frugiperda.





