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RESUMO

Manejo da resisténcia de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) em
milho expressando a proteina inseticida Vip3Aa20 através da potencializa¢do do custo
adaptativo associado a resisténcia

O milho geneticamente modificado, com expressao de toxinas inseticidas derivadas de genes da
bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis Betliner (Bt), atualmente ocupa em quase sua
totalidade a area destinada ao cultivo do cereal no Brasil. O principal alvo desta ferramenta é a
lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), praga de maior
relevancia para a cultura do milho no pais. A durabilidade das tecnologias Bt ¢ grandemente
ameagada pela evolucao da resisténcia desta praga-alvo devido a uma combinagao de fatores, tais
como: maci¢a adog¢ao de milho Bt, caracteristicas bioecoldgicas da espécie S. frugiperda, pressao de
selecdo constante sobre a praga, plantio insuficiente de areas refigio, caréncia de estratégias viaveis
e eficazes dentro do Manejo da Resisténcia de Insetos (MRI). Casos de redugio critica da eficacia
de algumas toxinas Bt do grupo Cryl no controle de . frugiperda foram documentados no Brasil.
A toxina inseticida Vip3Aa20 é a mais recente tecnologia comercialmente disponivel no ambito
dos cultivos Bt. A longevidade da eficacia de Vip3Aa20 no controle de S. fiugiperda pode ser
ampliada com a implantacio da estratégia de MRI conhecida como alta dose/reftgio. Areas refigio
sao fonte de individuos de gendtipo suscetivel (s5); entretanto, a existéncia de individuos de
gendétipo heterozigoto (7s), carreadores de alelos da resisténcia, deve ser levada em conta na
estruturacao de um refigio eficaz. A manutencao da suscetibilidade da populagio da praga-alvo é
positivamente influenciada quando o valor adaptativo de individuos carreadores de alelos r é
inferior ao valor adaptativo dos individuos suscetiveis. A ocorréncia e intensidade do custo
adaptativo associado a resisténcia é uma das determinantes na evolugao da resisténcia. Programar
areas refigio visando maximizar o custo adaptativo dos carreadores de alelos 7 tem grande valor
no contexto do MRI. A possibilidade de uso do inseticida quimico Fortenza 600® no tratamento
de sementes (TS) de milho nao-Bt utilizado para formar areas refugio pode ser uma ferramenta
eficaz para ampliar a magnitude e/ou a dominancia do custo adaptativo. Para tal investigacio,
amostras de S. frugiperda foram coletadas em quatro regioes produtoras de milho no Brasil. A técnica
B2 Screen foi utilizada para estimar a frequéncia de alelos da resisténcia a Vip3Aa20 dos locais
amostrados e selecionar, em laboratério, uma linhagem resistente. A linhagem selecionada, LRV-
MT Vip-R, teve sua resisténcia fenotipica demonstrada em bioensaio, com sobrevivéncia larval e
viabilidade de ovos sem diferencas significativas ao se alimentar de tecido fresco de milho nao-Bt
e de milho Viptera™. Os estudos indicaram possivel custo adaptativo na sobrevivéncia larval e
viabilidade de adultos na linhagem LRV-MT Vip-R. A linhagem heterozigética LRV-MTS x SUSJ
(RS-1) apresentou valor adaptativo semelhante a linhagem SUS. A linhagem heterozigdtica LRV-
MTJ x SUSQ (RS-2), em diversos parametros biolégicos, apresentou tendéncia de maior valor
adaptativo em relagdo as outras linhagens estudadas. A oferta de tecido foliar de milho nao-Bt com
idade de 21 DAE, oriundo de sementes tratadas com Fortenza 600%, causou reducio na viabilidade
de adultos da linhagem suscetivel e linhagens heterozigoticas; a viabilidade de adultos da linhagem
LRV-MT Vip-R nio foi afetada. Os pardmetros de fecundidade total fémea™ e longevidade de
fémeas das quatro linhagens nao diferiram ao se alimentarem de tecido tratado em comparagiao ao
tecido sem tratamento. A linhagem suscetivel apresentou consideravel numero de adultos com
alteragdes morfoldgicas visuais quando alimentada com tecido tratado. A utilizagdo de Fortenza
600® em TS de milho para implantacdo de 4reas refiigio nio se mostrou eficaz em potencializar o
custo adaptativo associado a resisténcia de S. frugiperda a Vip3Aa20.

Palavras-chave: Spodoptera frugiperda, Manejo da resisténcia de insetos, Vip3Aa20, Custo
adaptativo



ABSTRACT

Management of Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) resistance in
maize expressing Vip3Aa20 insecticidal protein through increasing fitness cost associated
with resistance

Genetically modified maize expressing insecticidal toxins originated from Bacillus thuringiensis
Berliner (Bt) entomopathogenic bacteria genes, currently occupies almost entirely the area intended
to the cereal growth in Brazil. The main target of this tool is Spodopterea frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), most relevant pest for maize production in the country. The Bt
technologies durability is largely threatened by the target-pest resistance evolution due to a
combination of factors such as the massive adoption of Bt maize, bio-ecological characteristics of
S. frugiperda, constant selection pressure over the pest, insufficient refuge areas, the lack of
practicable and efficient strategies in the Insect Resistance Management (IRM). Ciritical reduction
in effectiveness of some Bt toxins from Cryl group in the control of S. frugiperda was documented
in Brazil. Vip3Aa20 insecticidal toxin is the latest technology commercially available in the contest
of Bt plants. The longevity of Vip3Aa20 efficiency in S. fiugiperda control can be increased by the
implementation of the strategy of MIR known as high- dose/refuge. Refuge areas are source of
susceptible phenotype individuals (s) to the Bt toxins; however, the existence of heterozygous
phenotype individuals (rs), resistance allele carriers, must be considered when structuring an
effective refuge. The maintenance of target-pest population susceptibility is positively influenced
when the fitness value of rallele carriers is lower than the fitness value of the susceptible individuals.
The occurrence and intensity of fitness cost associated with resistance are one of the resistance
evolution determinants. Planning refuge areas in order to maximize fitness cost of ralleles carriers
has great value in the IRM context. The use of chemical insecticide Fortenza 600® in seed treatment
of non-Br maize, used to grow refuge areas, can be a helpful tool to extend the magnitude and/or
dominance of fitness cost. S. frugiperda was sampled in four maize growing regions in Brazil. FF2
screen technique was used to estimate frequency of resistance alleles to Vip3Aa20 in the sampled
areas and to select, in laboratory, a resistant strain. The phenotypic resistance of LRV-MT Vip-R
was demonstrated in a bioassay, with no significant difference of larval survival and eggs viability
when fed with non-Bt maize and Viptera™ maize fresh leave tissue. The tests showed the
possibility of fitness cost presence in LRV-MT Vip-R larval survival and adult viability. LRV-MT?
x SUSJ (RS-1) showed similar fitness value to the suscetible strain. For several biological
parameters, LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) presented higher adaptative value comparing to the other
investigated strains. Adult viability of SUS and heterozigous strains was decreased when larvae were
fed with Non-Bt maize leaf tissue aged 21 DAE, with Fortenza 600FS®; the adult viability of the
resistance strain did not show significant difference. Total fertility female and female longevity of
the four strains did not differ when fed with treated fresh tissue comparing to non-treated. The
suscetible strain showed high number of adults with morphological deformations when the strain
was fed with treated fresh foliar tissue. The adoption of Fortenza 600FS® in maize seed treatment
for the implamentation of refuge is not an efficiente tool to increase fitness cost associated with S.
frugiperda resistance to Vip3Aa20.

Keywords: Spodoptera frugiperda, Insect resistance management, Vip3Aa20, Fitness cost
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1. INTRODUCAO

As plantas geneticamente modificadas capazes de sintetizar toxinas inseticidas, dentro do contexto de
manejo integrado de pragas (MIP), se enquadram no pilar de resisténcia de plantas a insetos e sio componentes-chave
do rol de técnicas de manejo de insetos-praga preconizadas pelos programas de MIP. Estas plantas, por meio de
modernas técnicas de engenharia genética, expressam um ou mais genes da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis Betliner (Bt) e, consequentemente, sdo capazes de sintetizar proteinas que apresentam acio inseticida em
determinados insetos herbivoros.

A utilizagdo de plantas transgénicas com expressdo de proteinas inseticidas tem sido amplamente difundida,
tornando-se uma das principais estratégias para o controle da lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) (FARIAS et al., 2014; OMOTO et al., 2016), praga de maior relevancia no cultivo de milho
na América do Sul. A longevidade das tecnologias de milho Bt ¢ grandemente ameacada pela evolucio da resisténcia
nas populacoes de insetos-praga alvos destas tecnologias (TABASHNIK et al, 2004, HUANG et al, 2011;
BERNARDI et al, 2016). A espécie S. frugiperda possui alto risco de evolugiao da resisténcia devido fatores
bioecolégicos proprios e do atual sistema de cultivos no Brasil BERNARDI et al., 2015a; BERNARDI et al., 2015b;
FATORETTO et al., 2017).

Desde o ano de 1996 observa-se uma crescente adogdo das plantas Bt em todo o mundo (JAMES, 2011);
entretanto, somente em 2005 a Comissiao Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBio) aprovou, no Brasil, a liberacao
comercial do primeiro evento com controle de insetos-praga, sendo a planta de algodao expressando a toxina CrylAc
de B. thuringiensis (Bollgard TM). Inicialmente foram desenvolvidos e liberados para comercializagdo apenas eventos
que expressavam uma unica toxina Bt; a partir de 2009 foram liberadas para cultivo comercial no Brasil plantas de
milho Bt com mais de uma proteina expressa, os chamados eventos piramidados (CTNBio, 2009; CTNBio, 2010).

A generalizag¢do da adogdo de milho Bt presenciada no Brasil nos altimos anos possibilitou que a agricultura
brasileira atingisse niveis acima de 80% de 4rea plantada com tal tecnologia (CELERES, 2017). Este contexto, em
conjunto com a pequena implantacdo de areas de refugio, trouxeram consigo o 6nus da rapida evolucio da resisténcia
de S. frugiperda a algumas toxinas em condi¢des de campo, retratada mais recentemente pela queda acentuada na eficacia
de CrylF (FARIAS et al,, 2014) e CrylAb (OMOTO et al., 2016).

O manejo eficaz da lagarta-do-cartucho na cultura do milho tem sido alvo constante no desenvolvimento
de tecnologias. No cenario brasileiro de perda de eficicia das proteinas do grupo Cryl, alternativamente inicia-se a
utilizagdo de milho Bt expressando a proteina inseticida vegetativa (Vip), com alta eficicia no controle de S. frugiperda
(GOUFFON et al., 2011).

A frequéncia de alelos da resisténcia de S. frugiperda a toxina Vip3Aa20, expressa em hibridos Agtisure®
Viptera™ e Viptera 3™, foi inicialmente estimada nos anos de 2013 e 2014, identificando baixos valores nas linhagens
de diversas regides geograficas representativas na produ¢io de milho no Brasil; entretanto, o estudo alertou para o
possivel risco de evolugdo da resisténcia a toxina (BERNARDI et al, 2015b). A submissio das populacdes a
ininterrupta pressao de selecio ao longo das safras (HARGROVE, 1999; BATES et al., 2005) pressupde que sejam
implementadas estratégias proativas e eficazes norteando o manejo da resisténcia de insetos (MRI), garantindo que a
toxina inseticida Vip3A20 tenha sustentabilidade como ferramenta eficaz na agricultura brasileira.

Até a definicdo de estratégias de MRI percorre-se etapas como o uso de metodologias de detecgio e
monitoramento de alelos da resisténcia em populagdes da praga- alvo a determinada tecnologia. Métodos genotipicos

e fenotipicos compbem as opgbes de metodologias para acompanhar a evolugio da resisténcia (HUANG, 2000;
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SIEGFRIED et al., 2007; ANDOW, 2008). Métodos tradicionais de monitoramento fenotipico sao amplamente
difundidos e utilizados no MRI, contudo, apesar de oferecerem resultados satisfatérios em situagdes de alta frequéncia
de alelos da resisténcia, 0 mesmo nao ocorre em situagSes de baixa frequéncia devido a pouca sensibilidade em detectar
os alelos raros e recessivos em uma populacio (HALLIDAY & BURNHAW, 1990; SIEGFRIED et al., 2007).
M¢étodos genotipicos sdo sensiveis o suficiente para detectar estes alelos, sendo uma ferramenta crucial na avaliagdo do
risco de evolucio da resisténcia e, consequentemente, na defini¢do e aplicagdo das estratégias de MRI.

Métodos genotipicos tem intima ligacdo com a importante estratégia de MIR chamada alta dose/refugio.
Areas refigio, compostas por plantas hospedeiras nio-Bt, fornecem individuos de genétipo homozigoto suscetivel (ss)
que podem copular com individuos de genétipo homozigoto resistente (rr) sobreviventes ao cultivo Bt (TABASHNIK
et al., 2004; HUANG et al,, 2011), reduzindo a heranca da resisténcia. A progénie heterozigota (rs) proveniente do
cruzamento citado pode ser eliminada em aproximadamente 95% caso a area Bt contenha eventos que expressem altas
doses de toxina inseticida, incrementando sobremaneira a capacidade de retardar a evolucio da resisténcia (BATES et
al., 2005; TABASHNIK et al., 2008; TABASHNIK et al., 2009; HUANG et al., 2011; BERNARDI et al., 2015 b;
BERNARDI et al., 2016). A estratégia alta dose/reflgio se mostra eficaz em situacdes de baixa frequéncia de alelos da
resisténcia (ROUSH, 1994; BERNARDI et al., 2015b), por isso a deteccdo precoce da ocorréncia destes alelos, possivel
através de métodos genotipicos, ¢ determinante na evolugao da resisténcia.

Por meio do método genotipico F2 Screen, proposto por Alstad & Andow (1998), é possivel detectar os
alelos raros e recessivos da resisténcia em uma populagio de campo e selecionar linhagens potencialmente resistentes.
Estas linhagens sdo substrato para execucdo de diversos estudos norteadores do MRI, dentre eles determinar se ha ou
nao a ocorréncia de custo adaptativo associado a resisténcia. Explorar o custo adaptativo associado a resisténcia tem
grande valor dentro do MRI (JAKKA et al., 2014; HUANG et al., 2015).

Individuos carreadores de alelos da resisténcia (r) podem apresentar menor valor adaptativo em alguns
componentes do desenvolvimento e reprodugdo em comparagio aos individuos suscetiveis, quando na auséncia da
pressio de seleio (CARRIERE et al,, 1994; CARRIERE et al,, 2004; CARRIERE et al,, 2006; GASSMANN et al,,
2009; JAKKA et al., 2014). Uma vez que limitar a dispersdo dos alelos r garante manutencio da suscetibilidade, o valor
adaptativo do fendtipo rs em relagdo ao valor adaptativo do fenétipo ss, ambos produzidos em refugios, é peca-chave
para manejar a resisténcia (GASSMANN et al., 2009).

A resisténcia estar ligada a um custo adaptativo, diminuindo o valor adaptativo daqueles que carregam alelos
r em relagdo aos que ndo os carregam, ¢ um dos fatores mais expressivos na evolugdo da resisténcia (ACHARYA et
al., 2017). A magnitude ¢ a dominancia de custos associados a resisténcia modelam uma nova perspectiva sobre o papel
do refiagio no MRI (GASSMANN et al., 2009), surgindo como poderosas ferramentas a serem compreendidas e
aplicadas para retardar a evolugdo da resisténcia.

Custos adaptativos nio-recessivos (fenétipo ts funcionalmente apresenta custo associado a resisténcia, o
que significa que o valor adaptativo do fenétipo rs ¢ inferior em relacdo ao fendtipo ss) sdo capazes de retardar ou
reverter a resisténcia na auséncia da pressio de selegdo temporaria (TABASHNIK et al., 2004). A selecio e investigacdo
de uma linhagem brasileira de S. frugiperda resistente a Vip3Aa20 sugeriu que ha custos associados a resisténcia e que
seriam recessivos (BERNARDI et al., 2016). O carater recessivo do custo da resisténcia a Vip3Aa20 (fendtipos 1s e ss
apresentando mesmo valor adaptativo) impossibilitaria a estruturagao de estratégias de MRI neste ambito; entretanto,
a plasticidade do custo adaptativo permite que fatores ambientais/ecoldgicos promovam incrementos na magnitude

¢/ou dominancia deste (GASSMANN et al., 2009). Programar refagios capazes de aumentar a magnitude ¢/ou a



15

dominancia do custo adaptativo representa uma nova e promissora realidade para a maior longevidade das tecnologias
Bt.

Na perspectiva de incrementar a expressao do custo adaptativo dos carreadores de alelos r oriundos de
refigios, a utilizagio de produtos fitossanitirios no tratamento de sementes (TS) apresenta-se como uma possivel
ferramenta. O ingrediente ativo (i.a.) ciantraniliprole, pertencente ao grupo quimico 28- moduladores dos receptores
de trianodina, subgrupo das diamidas (IRAC-Brasil/ Comité de agdo a resisténcia a inseticidas), apresenta elevada
eficacia no controle de larvas de S. frugiperda na modalidade TS, protegendo as plantulas de milho nos primeiros dias
ap6s a emergéncia. No periodo de queda da eficacia do TS a concentragdo do ia. nas plintulas ndo ¢é suficiente para
causar a morte das larvas, que por sua vez podera ser suficiente para impactar a expressiao do custo adaptativo dos
individuos com alelos r.

O custo adaptativo associado a resisténcia representa um papel decisivo na evolucio da resisténcia e por
isso deve ser compreendido em um sentido mais amplo para fomentar estratégias de MRI. Neste contexto, estudos
direcionados a compreender a capacidade de moldar a expressdo do custo adaptativo devem ser elencados como
primordiais. Sendo assim, objetivou-se com esse trabalho selecionar uma linhagem de S. frugiperda resistente a Vip3A20,
determinar se esta linhagem apresenta custo adaptativo associado a resisténcia, avaliar o efeito do inseticida quimico
ciantraniliprole utilizado em TS na cultura do milho, quando em doses sub-letais (fase final do efeito de protegdo as
plantulas), na magnitude e/ou a dominancia do custo adaptativo dos fendtipos ts e tr de S. frugiperda resistente 2

Vip3A20.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) e milho Bt

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) tem sua amplitude
de dispersio desde o Sul da América do Sul até ao sul dos Estados Unidos da América, passando por Argentina e
Uruguai NAGOSHI; MEAGHER, 2008). Alguns aspectos bioecolégicos desta espécie e particularidades do sistema
de producio de cultivos — tais como polifagia (PASHLEY, 1988; NAGOSHI et al., 2007; NAGOSHI et al., 2015),
elevada capacidade reprodutiva e dispersio de adultos (NAGOSHI; MEAGHER, 2008; NAGOSHI et al.,
2015), multiplas geracdes por ano (FITT et al., 2006; FARIAS et al, 2014), sobreposicio de cultivos de
plantas hospedeiras (MARTINELLI et al., 2006; MARTINELLI et al., 2007; STORER et al., 2012) — favorecem a
ocorréncia de severas infestagbes em qualquer época de cultivo e estagio fenolégico do milho (FARIAS et al., 2014;
BERNARDI, et al., 2015a).

O inseto-praga S. frugiperda tornou-se a principal praga do milho na parte tropical das américas (BUNTIN
et al,, 2004; HARDKE et al.,, 2011), em razdo de seu potencial danoso e também pela dificuldade de controle
(WAQUIL, 2007), tendo em vista sua adaptacio aos inseticidas utilizados (OMOTO; DIEZ-RODRIGUEZ, 2001).

Mesmo com os avangos nos programas de manejo desta praga na cultura do milho, a rotina de cultivo do
milho no Brasil se faz durante o ano inteiro em algumas regides, tornando-se um fator complicador. Acrescenta-se
ainda agravantes oriundos da bioecologia de S. fiugiperda, que possui alta capacidade de reproducao, inumeros
hospedeiros e a importante capacidade de migracio (GIOLO et al., 2002).

A aplicagdo de inseticidas sem orientac¢do e sem controle tem apresentado elevado custo no cultivo do
milho, chegando ao nimero de 10 pulveriza¢des em uma tnica safra, sem eficacia no controle (WAQUIL et al., 2007).

As ferramentas encontradas por produtores para manterem suas lavouras a salvo desta praga foram pouco
eficazes até a década de 1990, quando iniciou a adogido de plantas de milho transgénicas com expressio de proteinas
inseticidas. A partir de entdo, proteinas inseticidas da bactéria B. thuringiensis Betliner (Bt) tém sido amplamente
utilizadas para o controle de S. fiugiperda (TABASHNIK, BREVAULT e CARRIERE, 2013). A bactéria B. thuringiensis
foi analisada por Betliner no ano de 1915, sendo isolada a partir de lagartas de Anagasta kuehniella (Lepidoptera:
Pyralidae), a traca-da-farinha, na regido de Thuringia, Alemanha (GLARE; O’ CALLAGHAN, 2000). No comeco, a
bactéria passou a ser usada no controle biolégico de pragas (WEISER, 1986).

B. thuringiensis (Bt) é uma bactéria Gram-positiva presente no solo, capaz de produzir cristais proteicos, as
delta-endotoxinas, possuindo a¢do letal sobre algumas espécies de insetos das ordens Lepidéptera, Coledptera e
Diptera. Aproximadamente 50 diferentes familias de Bt foram descobertas e classificadas de acordo com sua agdo nos
grupos de insetos (CARNEIRO et al., 2009).

As proteinas mais conhecidas sdo as chamadas proteinas cristal, com a denominagio Cry, que agem sobre
formas juvenis de algumas ordens de insetos. Ao longo das ultimas décadas, devido aos avangos da biotecnologia,
muitos dos genes Bt responsaveis por expressdo de proteinas inseticidas vém sendo incorporados em espécies de
plantas cultivadas, tais como milho (Zea mays 1.), algoddo (Gossypinm hirsutum L.) e soja (Glycine max 1.). Surgem, assim,
as plantas geneticamente modificadas (GM), conhecidas como plantas Bt, que expressam continuamente tais proteinas
em seus tecidos, apresentando elevada especificidade sobre as pragas da lavoura (JAMES, 2011).

No Brasil, a utilizacdo de plantas Bt comegou somente em 2005, ano em que a Comissao Técnica Nacional

de Biosseguranca (CTNBio), ligada ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT), aprovou a liberagdo comercial da
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tecnologia para o controle de insetos. A primeira planta Bt liberada no Brasil foi o algodao, expressando uma tnica
proteina Bt nos tecidos da planta (CTNBIO, 2007; CTNBIO, 2008).

O indice de utilizagdo destas proteinas no mercado passou por aumento gradual, em funcio dos beneficios
no controle de pragas e aumento de produtividade e, consequentemente, de maior retorno econémico (CARPENTER,
2010; HUTCHISON et al.,, 2010; EDGERTON et al,, 2012; KATHAGE; QAIM, 2012). Outras razdes para a
intensificagdo da presenca das referidas proteinas no mercado foram a reducio no uso de inseticidas (KLUMPER;
QAIM, 2014) e a preservacio de inimigos naturais (COMAS et al., 2014).

Desde a liberagdo do primeiro evento de milho resistente a insetos, expressando a proteina CrylAb, essa
tecnologia passou a ser utilizada de forma mais intensa nas safras de milho em todo o pais. Os beneficios no controle
de pragas e aumento da produtividade trouxeram uma elevacio expressiva na utilizacio do milho Bt em todo o pais,
principalmente nas regides de maior infestacao da praga. Assim, logo apéds a liberagiao do primeiro evento de milho
resistente foram aprovados outros eventos expressando outras proteinas Bt, a exemplo da CrylF e Vip3A, bem como
eventos que expressam mais de uma proteina: CrylA.105/Cry2Ab2, Crylb/Vip3A, CrylAb/CtylF e
Cry1A.105Cry2Ab2/CrylF (OMOTO, 2012).

O milho de primeira e segunda safra correspondeu a segunda cultura com maior drea de cultivo Bt,
ocupando aproximadamente 12 milhées de hectares, o que representa cerca de 80% da drea total de milho plantada no
Brasil (CELERES, 2017). As areas de producio de milho convencional ficaram tio restritas que, atualmente, tem-se a
ideia de uma produgio apenas com milho Bt dentro dos padrées elevados de produgao dessa tecnologia.

Entre os estados brasileiros produtores de milho, o Mato Grosso lidera com a maior area de cultivo de
milho Bt, com cerca de 5 milhées de hectares em 2016, o que corresponde a aproximadamente 10% do total da area
ocupada com plantas Bt no Brasil. O Parana aparece em segundo lugar, com aproximadamente 4 milhées de hectares,
¢ dizer, cerca de 7% do total, e depois Rio Grande do Sul, com aproximadamente 2 milhées de hectares, cerca de 4%
do total (CELERES, 2017).

Juntamente com as proteinas Cry, sintetizadas pela bactéria B. thuringiensis durante a sua fase de crescimento
reprodutivo, sdo sintetizadas as proteinas Vip durante a fase vegetatitiva, que tém demonstrado especificidade a insetos
da ordem Lepidoptera (ESTRUCH et al, 1996), e as proteinas Cyt, que possuem atividade citolitica in vitro ¢
especificidade 7 vivo aos dipteros (DE MAAGD et al., 2003). Contudo, das proteinas produzidas pela bactéria B.
thuringiensis, Cry e Vip sdo as mais estudadas, por possuirem atividade inseticida a insetos-praga de diversas culturas de
importancia econdmica, principalmente o milho e o algodio (SENA et al., 2009; CHAKROUN; FERRE, 2014;
CRIALESI-LEGORI et al., 2014).

As proteinas Vip nio sio homologas as proteinas Cry (RANG et al., 2005) e sdo classificadas em quatro
classes diferentes: Vipl, Vip2, Vip3 e Vip4. Esta ultima (Vip4) nio tem sua especificidade muito bem esclarecida
(CRICKMORE et al., 2014). Vale destacar que a proteina Vip3 possui atividade inseticida contra um grande espectro
de insetos-praga de importancia agronémica, da ordem Lepidoptera, e revela alta bioatividade para S. frugiperda
(ESTRUCH et al., 1996; DOSS et al., 2002; LIU et al., 2007).

Sobre o modo de agdo dessas proteinas, sabe-se que elas atuam por meio de formacio de poros nas células
epiteliais do intestino médio. As proteinas Vip sdo ingeridas como protoxinas e sdo processadas pelas proteases do
intestino do inseto, ligando-se a receptores especificos e causando a lise das células do intestino do inseto (LEE et al.,

2003).
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2.2. Resisténcia de S. frugiperda a inseticidas

O conceito de resisténcia de pragas é explicado de acordo com os mecanismos de resisténcia que um
individuo possui e leva em conta as substincias quimicas as quais essa praga pode ser resistente. Sendo assim, as
resisténcias multipla e cruzada podem ser conceitos empregados neste contexto, assumindo-se que a resisténcia pode
ocortrer para duas ou mais proteinas Bt (CASELEY; CUSSANS; ATKIN, 1991).

Para inicio de analise, a resisténcia cruzada tem como principio um unico mecanismo, conferindo resisténcia
a duas ou mais protefnas inseticidas, que normalmente possuem o mesmo sitio de acdo, como, por exemplo, CrylAb
e CrylF e CrylA.105 em S. frugiperda. Ao contrario, a resisténcia multipla tem pelo menos dois diferentes mecanismos
de resisténcia, trabalhando ao mesmo tempo para conferir resisténcia a duas ou mais proteinas Bt, com modos de acio
diferentes, como exemplificado em CrylF, Cry2Ab2 e Vip3Aa20 (CASELEY; CUSSANS; ATKIN, 1991).

Mesmo com a possibilidade de utilizacdo das diversas tecnologias de milho para cultivo comercial com Bt,
a adesdo da tecnologia Bt ¢ mais amplamente representada pelas protefnas inseticidas do grupo Cryl. Outro fato
importante é que um numero elevado de proteinas desse grupo expressas em milho Bt apresentam resisténcia cruzada
(HUANG et al,, 2014; BERNARDI, et al., 2015; SANTOS-AMAYA et al., 2015). Associados a essa pratica, os plantios
de algodao Bt sao realizados na mesma regidao em que se cultiva o milho Bt, mantendo o mesmo sistema de cultivos
no Brasil, trazendo, ao longo dos anos e ciclos de cultivo, as mesmas populacoes de S. frugiperda presentes nas mesmas
areas, infestando ambas culturas (MARTINELLI et al., 2007).

Os aspectos bioecolégicos, principalmente as fontes alimentares, tém grande influéncia sobre o
desenvolvimento de S. frugiperda. Lagartas desta espécie apresentaram maior tempo de desenvolvimento em algodao e
soja, além de pupas menores em comparacio aquelas geradas de lagartas alimentadas com folhas de milho (PITRE;
HOGG, 1983). O habito polifago de . frugiperda proporciona mudangas comportamentais e fisiolbgicas devido a
utilizacdo de diferentes plantas hospedeiras, permitindo a diferenciagio de . frugiperda em exemplos como milho e
arroz (PROWELL et al,, 2004). Apresentam-se, assim, duas ragas morfologicamente idénticas, contudo, geneticamente
distintas (BUSATO et al., 2004) e com aspectos biolégicos distintos, sobretudo quanto a hébitos reprodutivos e
desenvolvimento larval JUAREZ et al., 2012). A existéncia de racas associadas a hospedeiros influencia nas medidas
de controle e manejo de resisténcia desse inseto.

O uso continuo da expressdo das mesmas proteinas Bt em plantas de milho tem ocasionado uma elevada
pressao de selegio sobre a lagarta-do-cartucho, levando a um aumento no indice de resisténcia (ANDOW, 2008). Desta
forma, pesquisadores tém procurado, nos ultimos tempos, elucidar os riscos do uso exacerbado de plantas Bt com
expressio das mesmas proteinas, chamando a aten¢do para fatores ambientais inseridos nesse sistema, além do
potencial de evolugio de resisténcia nas pragas-alvo.

Outro ponto de destaque dentro das varidveis existentes na relacao da planta com o inseto-praga e que pode
contribuir para a evolucio da resisténcia ¢ a variagdo dos niveis de proteina durante o desenvolvimento nas diferentes
estruturas da planta (folha, estilo, estigma e grao). Tal variabilidade pode afetar a reagdo das pragas-alvo devido ao
consumo e exposicdo, levando a uma alteragdo na resposta dos insetos com incremento hereditario, permitindo a
sobrevivéncia diferencial de alguns insetos e, consequentemente, favorecendo a evolucido da resisténcia, sempre
levando em consideracio os individuos heterozigotos (HUANG et al., 2011).

A resisténcia em S. frugiperda a CrylF aconteceu pela primeira vez em Porto Rico e no Brasil. O cultivo
intensivo de plantas Bt com a expressao em baixa dose da protefna inseticida e a baixa adog¢ao de areas de refigio

podem ter contribuido para a exposicdo da praga S. frugiperda a constante pressio de selecio durante todo o ano



20

(STORER et al. 2010; FARIAS et al. 2014a). Esta quebra de resisténcia se tornou um marco, sendo o mais rapido em
termos de evolugdo da resisténcia para uma cultura Bt, levando a retirada desse evento do mercado em Porto Rico
com o objetivo de restabelecer a suscetibilidade de . frugiperda a proteina CrylF, buscando resgatar a tecnologia
(STORER et al., 2010).

Em geral, entende-se que, na maioria dos casos de evolugdo da resisténcia em laboratério, os insetos
apresentam mutagoes em genes que codificam proteinas para qualquer uma das etapas de a¢io do inseticida (HECKEL
et al,, 2012). No entanto, para analise em insetos no campo, apenas a alteragio do sitio de ligagdo tem sido detectada
(FERRE; VAN RIE, 2002; WANG et al., 2007; TABASHNIK et al., 2011).

A detecgio e caracterizagdo da resisténcia de S. frugiperda a inseticidas vém sendo estudadas e tém informado
a presenca de variabilidade genética com relagdo a resisténcia aos inseticidas. Em um estudo realizado na Flérida,
observou-se que a resisténcia de S. frugiperda a inseticidas a base de piretroides obteve variagcdes de até 216 vezes, sendo
que para fosforados chegou a 271 vezes e para carbamatos 192 vezes, o que elucidou a grande evolucio de resisténcia
que estd ocorrendo (YU, 2011). Nesse mesmo estudo, verificou-se um aumento de 1,2 a 11 vezes na concentragio de
enzimas detoxificadoras em populacoes de campo quando comparadas as de laboratorio (YU, 2011). No Brasil,
OMOTO e DIEZ-RODRIGUEZ, (2001) observaram a intensidade de aproximadamente 13 vezes, com o padrio de
heranga recessiva incompleta de resisténcia de . frugiperda ao piretroide lambda-cyhalothrin. Essa variacdo foi ainda
maior na Venezuela, onde MORILLO e NOTZ (2001) detectaram intensidades de resisténcia de 19 a 42 vezes.

Bernardi et al. (2015b) relataram em seus estudos que S. frugiperda é capaz de apresentar alta sobrevivéncia
sob o cultivo do milho que expressa proteinas do grupo Cryl e Cry2 de forma isolada ou em piramide. Além do milho
Bt, observou-se também que a S. frugiperda é resistente a tecnologia do milho Bt utilizando proteinas Cryl e Cry 2.
Também apresentou elevada sobrevivéncia em tecnologias de algodio Bt (BERNARDI; HORIKOSHI et al., 2016).

Além da resisténcia a CrylF, estudos recentes reportaram a sele¢do em laboratério a partir de populagoes
de campo e caracterizacio da resisténcia de linhagens de S. fiugiperda ao milho YieldGard VT PRO™, que expressa
Cry1A.105/Cry2Ab2 (BERNARDI, et al, 2015; SANTOS-AMAYA et al, 2015), PowerCotre™, que exptressa
Cry1A.105/Cry2Ab2/CrylF (BERNARDI, 2015), e Agtisure Viptera™ e Agtisure Viptera™, expressando Vip3Aa20
e Vip3Aa20/CrylAb, respectivamente (BERNARDI et al,, 2016). Isso demonstra a existéncia de alelos da resisténcia
a essas tecnologias de milho em populag¢oes de campo de S. frugiperda e a possibilidade de evolugdo de resisténcia, caso
estratégias de manejo sejam negligenciadas.

Com o aumento de casos de resisténcia de insetos a inseticidas e toxinas Bt, pesquisas utilizando-se de
ferramentas moleculares estio sendo amplamente conduzidas no intuito de elucidar mecanismos de resisténcia de
insetos e possibilidade de localizacio de novos alvos para moléculas inseticidas (OAKESHOTT, et al., 2013;
RANSON, et al 2002; GAHAN; GOULD; HECKEL, 2001), caracterizando diferentes genes e enzimas

potencialmente envolvidos na resisténcia (RANSON et al., 2002).

2.3. Manejo da resisténcia de S. frugiperda a proteinas Bt

Com o intuito de retardar a evolugao da resisténcia dos insetos-praga e prolongar a vida util das proteinas
inseticidas envolvidas, o manejo da resisténcia dos insetos aos produtos inseticidas torna-se fundamental, pois a
necessidade dessa pratica advém do consenso de que o cultivo do milho Bt de forma sucessiva em grandes areas
resultara na selecio de bidtipos das pragas-alvo resistentes as toxinas Bt. De acordo com Maia (2010), um dos principais

riscos ambientais associados a adogao de cultivos transgenicos estd no manejo ineficaz de resisténcia de insetos.
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Para conter a evolugio da resisténcia de insetos-praga em milho Bt, faz-se necessario utilizar estratégias de
manejo condizentes com as necessidades e dificuldades encontradas em cada situacio de resisténcia. O manejo da
resisténcia de insetos-praga refere-se a um conjunto de procedimentos efetivos e completos aplicados em areas de
cultivo com a finalidade de prevenir, retardar, detectar e mitigar casos de aumento ou evolugio da resisténcia de insetos-
praga a proteinas Bt empregadas em seu controle (ROUSH, 1997; ONSTAD, 2008; MACHADO; FIUZA, 2011).
Entre as estratégias propostas para o manejo da resisténcia em milho transgénico, a alta dose, o refugio e a piramidagao
de mais de uma toxina com diferentes sitios de agdo tém sido apontadas como as mais eficientes (ROUSH, 1997;
GOULD, 1998; ROUSH, 1998; ZHAO et al., 2005).

O refigio gera individuos suscetiveis para acasalamento com os poucos resistentes que permanecem na area
(TABASHNIK, 2008). O uso de alta dose da proteina Bt nas plantas — promovendo elevada mortalidade dos
heterozigotos — associado ao refugio traz consigo um grande beneficio para o uso de plantas B, tendo em vista que a
evolucio da resisténcia da praga-alvo ¢ retardada (BERNARDI et al., 2011).

Vale lembrar que uma proteina pode ter atividade de alta dose para uma espécie-praga e de dose moderada
ou baixa para outras, o que ndo inviabiliza o manejo da praga, pois, mesmo que nio tenha sido eficaz, a acio da proteina
pode facilitar a acdo de outros fatores, como inimigos naturais e variagdes do ambiente (MARTINELLI; OMOTO,
2005). Neste caso, ¢ de fundamental importincia a utilizacdo da area de refugio e verificacdo da acio dos inseticidas
sobre inimigos naturais.

Neste cenario, muitos casos de resisténcia as culturas Bt podem estar relacionados a ndo implantacdo de
estratégias de alta dose/refugio (HUANG et al, 2011), principalmente a nio adogdo do refugio por parte dos
agricultores (GASSMANN et al., 2011; KRUGER et al.,, 2012). A esquematiza¢do das areas de refigio traz consigo
variagoes especificas em fungao da area e do tipo de proteina utilizado, além da observacgao de outras culturas préximas
as lavouras Bt e de inimigos naturais (MARTINELLL; OMOTO, 2005) para que essas areas produzam propor¢des
compativeis de adultos para o acasalamento e manutencio da suscetibilidade.

Uma opgio utilizada em conjunto com a estratégia alta dose/refigio é a piramidagio de genes que
expressam toxinas Bt, demonstrando elevada atividade inseticida contra praga-alvo (GHIMIRE et al, 2011;
CARRIERE; CRICKMORE; TABASHNIK, 2015). A premissa basica da piramidagdo de genes ¢ que as proteinas
inseticidas, isoladamente, ocasionem elevada mortalidade da praga-alvo, ou seja, que o os insetos resistentes a uma
proteina inseticida sejam controlados pela outra proteina e vice-versa, possibilitando, assim, o “controle redundante”
(GOULD, 1986; ROUSH, 1998; IVES et al., 2011; BREVAULT et al., 2013).

A vantagem da piramide de genes estd na evolucio da resisténcia de forma mais lenta em comparacio com
plantas que expressam uma unica proteina inseticida, ja que os insetos resistentes a uma determinada proteina sio
eliminados da 4rea pela agdo de outra proteina utilizada nesta piramidacio (FERRE; VAN RIE, 2002; HUANG et al,
2011). Por ser uma resisténcia baseada em duas ou mais proteinas, a piramidacio traz consigo a possibilidade de melhor
atividade inseticida.

A piramidacio de genes pode ser classificada como estratégia de agdo complexa. No entanto, sua eficicia é
garantida se as toxinas expressas apresentarem diferentes modos de acdo e a praga-alvo ndo apresentar resisténcia
cruzada as referidas toxinas (TABASHNIK et al., 2009).

Quando se analisam as plantas Bt “piramidadas”, percebe-se que uma das maiores ameagas a essa tecnologia
¢ a evolucdo de resisténcia cruzada em populagSes de pragas-alvo de controle. Os indicios da possibilidade de evolu¢io
de resisténcia cruzada foram demonstrados para duas populacées de Pectinophora gossypiella selecionadas em laboratério

para resisténcia a CrylAc, nas quais foi verificada resisténcia cruzada para CrylAa e CrylAb (TABASHNIK et al,,
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2000). Essa constatagdo também foi feita em uma populacdo de O. mubilalis resistente a CrylF, que apresentou baixo
nivel de resisténcia cruzada a CrylAc e auséncia de resisténcia cruzada a CrylAb. A auséncia de resisténcia cruzada
entre CrylF e Cryl Ab demonstra que hibridos de milho expressando essas duas toxinas sao compativeis para o manejo
da resisténcia de O. nubilalis ¢ que as proteinas CrylF e CrylAb nio se ligam a0 mesmo receptor para essa espécie
(PEREIRA et al., 2008).

Sendo a dificuldade de utilizagdo de proteinas Cry um empecilho no manejo da resisténcia, proteinas Vip
trazem consigo enorme potencial na aplicacdo contra insetos que sio resistentes as proteinas Cry, pois apresentam
auséncia de homologia na sequéncia de aminodcidos com estas proteinas. Outro fator de relevancia dessas proteinas é
o fato de elas poderem estar junto com as toxinas Cry a partir da piramidacio para romper possiveis resisténcias, haja
vista que as Vip ocupam receptores diferentes nos insetos estudados (SENA; HERNANDEZ-RODRIGUEZ;
FERRE, 2009).

Muitos estudos dos mecanismos de a¢do das toxinas Vip trazem consigo importantes descobertas para o
manejo de resisténcia desta classe de proteinas. BENARDI et al. (2016) relataram a obtenc¢do de uma isolinha resistente
a proteina Vip3Aa em cultivos de milho, caracterizando esta resisténcia como monogénica, recessiva, autossémica e
com custo adaptativo.

Existem casos em que as plantas expressam mais de uma protefna, mas nido entram no conceito de
piramidacio (ROUSH, 1998; BREVAULT et al., 2013). Isto ocorre quando as proteinas inseticidas presentes na planta
Bt apresentam resisténcia cruzada com outra proteina de Bt. Também pode acontecer quando a expressiao de uma das
proteinas ndo ¢ suficiente para o controle de insetos resistentes a uma determinada proteina (TABASHNIK;
RENSBURG; CARRIERE, 2009). Por isso, para que a estratégia de piramidacio funcione efetivamente, também existe
anecessidade de incremento com outras formas de manejo da resisténcia, como refugio e alta dose, que complementam
a funcionalidade do manejo (CARRIERE; CRICKMORE; TABASHNIK, 2015).

Os métodos genotipicos F1 e F2 sereen também sio utilizados e tém como objetivo detectar a frequéncia
inicial de alelos resistentes em populagdes de campo, sendo essenciais para estruturacio de estratégias para o manejo
da resisténcia. Porém, a observacio do tempo e da facilidade no emprego devem ser consideradas na escolha do
método. O método F1 sereen necessita do uso de linhagem resistente de laboratério e condugdo de um grande nimero
de isolinhas, o que dificulta sua adogéo, por se tornar um método demorado e de alto custo (BERNARDI et al., 2011).
Ao contrario, F2 screen, que foi criado por Andow e Alstad (1998), ndo utiliza linhagens resistentes.

Para atrasar o desenvolvimento da resisténcia em cultivos Bt, as agéncias governamentais dos EUA e
Canada adotaram o plano de manejo da resisténcia, conhecido como a estratégia de “alta dose refugio” (GOULD,
1998). Referida estratégia foi posteriormente complementada com a técnica de piramidacio de genes (ZHAO et al,,
2003), potencializando a capacidade de impedir ou retardar a evolucio da resisténcia.

Algumas pressuposices fundamentais para o sucesso da estratégia de refigio e alta dose sdo: heranca da
resisténcia tecessiva e monogénica, baixa frequéncia inicial de alelos de resisténcia (<10-3), custos adaptativos
associados a resisténcia e abundancia de plantas ndo-Bt perto das culturas Bt, facilitando acasalamentos aleat6rios entre
individuos resistentes e suscetiveis (GOULD, 1998). Segundo Bernardi et al. (2015b), a frequéncia de alelos da
resisténcia de S. frugiperda a toxina Vip3Aa20 expressa em hibridos Agtisure® Viptera™ e Viptera 3™ possui baixos
valores nas linhagens de diversas regides de producio de milho no Brasil. E importante que estratégias proativas
norteiem o MRI, garantindo que a proteina inseticida Vip3A20 tenha sustentabilidade como ferramenta eficaz na

agricultura brasileira.
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2.4. Custo adaptativo associado a resisténcia de S. frugiperda em milho Bt

O estudo da heranga da resisténcia permite conhecer a base genética associada a um dado mecanismo de
resisténcia, isto ¢, se a resisténcia ¢ dominante ou recessiva, autossoémica ou ligada ao sexo, monogénica ou poligénica
(ROUSH; MACKENZIE, 1987). Cruzamentos reciprocos entre linhagens suscetiveis e resistentes sio utilizados para
determinar a dominancia (TABASHNIK, 1994). A obtencido de uma populagio resistente também permite conhecer
se ha custo associado a resisténcia (COUSTAU et al., 2000).

Com a elevagdo no nimero de espécies de insetos resistentes a agentes de controle (ARTHROPOD
PESTICIDE RESISTANCE DATABASE, 2020), os estudos que visam avaliar as bases genéticas associadas a
resisténcia tém aumentado ao longo dos dltimos anos (CAO; HAN, 2006), mediante andlises sobre a herdabilidade de
caracteres que conferem resisténcia a pesticidas e toxinas Bt, imprescindiveis para elaboracdo do manejo da resisténcia
de insetos (TABASHNIK, 1991).

O padrio de heranca genética tem grande influéncia sobre a evolu¢do da resisténcia de insetos, sendo
determinante para a taxa de aumento de alelos que conferem resisténcia (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977). Além
disso, estudos sobre a herdabilidade de linhagens de insetos expostas a elevada pressio de selecdo exercida por
inseticidas tém possibilitado uma melhor compreensio sobre a a¢do de forgas seletivas sobre organismos complexos.

Sabendo que o custo da resisténcia ocorre quando, na auséncia de toxinas, o valor adaptativo de individuos
com alelos de resisténcia é menor que aquele de individuos sem alelos de resisténcia, as desvantagens adaptativas
provenientes da resisténcia fazem com que os genes que conferem estas caracteristicas raramente se fixem na
populagao natural, resultando em um declinio da frequéncia de alelos da resisténcia na populag¢do quando ausente a
pressio de selegao.

Os alelos que conferem resisténcia, pelo menos em estagios iniciais, podem ter efeitos negativos que causam
um custo adaptativo ao individuo (CARRIERE et al., 1994), o que pode levar a baixa frequéncia de alelos de resisténcia
nas populagdes que nio tenham sido expostas a culturas Bt (COUSTAU et al., 2000; GASSMANN et al., 2009). E
incerto se a resisténcia a xenobidticos estd sempre associada a custo adaptativo. No entanto, algumas estratégias de
manejo propostas pressupoem a presenca do custo adaptativo associado a resisténcia (TABASHNIK, 1994; GOULD,
1998; ONSTAD, 2008). Assim, ¢ importante documentar o custo adaptativo em popula¢des de insetos, a fim de
desenvolver estratégias de manejo adequadas.

Desde a liberagdo comercial das culturas transgénicas, tem-se evidenciado que as exposi¢oes prolongadas e
extensivas as toxinas de B. thuringiensis inseridas nas plantas podem gerar resisténcia em populacées de pragas-alvo,
reduzindo a longo prazo a utilidade dessa tecnologia (GOULD, 1998; ROUSH, 1998).

A adocdo de planos de manejo por parte dos EUA e do Canada nao foi despretensiosa, tendo em vista a
necessidade de retardar o surgimento de insetos resistentes a cultivos Bt, surgindo, assim, a estratégia de “alta dose
refagio” (GOULD, 1998), ja mencionada anteriormente neste trabalho. Um dos conceitos tomados como
fundamentais para o sucesso dessa estratégia ¢ a verificacdo da existéncia de custos adaptativos associados a resisténcia
(GOULD, 1998; CARRIERE; TABASHNIK, 2001; TABASHNIK et al, 2004). Esses custos adaptativos sdo
evidenciados quando o desempenho dos insetos resistentes ¢ menor do que o dos insetos suscetiveis na auséncia da
pressio de selegio (GASSMANN et al, 2009).

Os custos adaptativos nas pragas resistentes a toxinas de B. thuringiens devem ser utilizados na tentativa de
retardar ou reverter a evolugio de resisténcia a culturas transgénicas Bt (GOULD, 1998; CARRIERE; TABASHNIK,

2001; CARRIERE et al., 2010). Isso ocorre devido ao fato de que o custo adaptativo reduz o coeficiente de selecio,
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favorecendo individuos suscetiveis em relagdo a individuos resistentes nas areas de plantas nao-Bt, como explicado
anteriormente (CARRIERE et al., 2010). Dai a necessidade de os refugios serem feitos de maneira sistematica e correta.
Nessas condi¢des, sendo em refugios ou outros ambientes sem exposi¢do a toxinas Bt, a sele¢do contra a resisténcia
ocorrerda (GASSMANN et al,, 2009), trazendo uma redugio na dispersdo e na frequéncia de alelos resistentes em
campo (CARRIERE; TABASHNIK, 2001; TABASHNIK et al., 2004; GASSMANN et al., 2009).

Individuos carreadores de alelos da resisténcia (r) podem apresentar menor valor adaptativo em alguns
componentes do desenvolvimento e reproducio em comparagdo com os individuos suscetiveis, quando na auséncia
da pressio de selecio (CARRIERE et al., 2004; GASSMANN et al., 2009; JAKKA et al., 2014).

Limitar a dispersido dos alelos r garante manuten¢io da suscetibilidade. Sendo assim, o valor adaptativo do
fenétipo rs em relagdo ao valor adaptativo do fenétipo ss, ambos produzidos em refigios, é pega-chave para manejar
a resisténcia (GASSMANN et al., 2009).

Vale ressaltar que o declinio da resisténcia a Bt na auséncia de sele¢io vem sendo observada em estudos de
laboratério (GASSMANNEet al., 2009). Esse declinio tem sido atribuido ao custo adaptativo, devido a baixa taxa de
crescimento larval (LIU et al,, 1999) e diminuicdo de sobrevivéncia (GROETERS et al,, 1994; GROETERS et al,,
1993) em individuos resistentes na auséncia de selecao. Apesar dessas evidéncias, o custo adaptativo tende a ser
reduzido por evolugio subsequente (COUSTAU et al., 2000). A conclusio sobre uma possivel auséncia de custo
adaptativo deve ser vista com prudéncia, pois custos adaptativos podem se manifestar em outros fatores relacionados
a biologia de S. frugiperda, como fecundidade das fémeas e sucesso de acasalamento de individuos resistentes em relacdo
a0s suscetiveis na auséncia de Bt (GROETERS et al., 1993).

E importante salientar que em muitos trabalhos realizados mediante observancia dos custos adaptativos, a
analise foi desenvolvida em condi¢des 6timas aos insetos, o que pode enviesar o resultado da pesquisa (ROUSH,;
MACKENZIE, 1987) ao subestimar o custo adaptativo. De fato, o custo associado a resisténcia pode ser mais visivel
em condi¢Ges desfavoraveis aos individuos, tendo, assim, maior caracterizagdo da resisténcia envolvida (JANMAAT;
MYERS, 2005; RAYMOND et al., 2005). Assim, ainda ha necessidade de se estimat mais criteriosamente o custo
adaptativo associado a resisténciaa de S. frugiperda a proteinas Bt, em condigdes que aumentem a chance de detecta-lo.

A descoberta dos niveis de custos adaptativos nos casos associados a resisténcia pode trazer beneficios na
andlise, desenvolvimento e aplicagdo de titicas de manejo para eliminar a evolug¢do da resisténcia ou, pelo menos,
colaborar com o retorno da suscetibilidade a tatica de controle que apresenta falhas em condiges de campo.

Assim sendo, a eficiéncia do manejo da resisténcia a inseticidas associa-se, principalmente, a andlise dos
custos adaptativos, observando-se o desenvolvimento e a reprodugio reduzida das progénies na auséncia da pressao

de selecao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta de S. frugiperda e manuten¢do em laboratério

Para selecionar uma linhagem de S. frugiperda resistente a toxina Vip3Aa20, foram coletadas amostras em
quatro regides geograficas distintas no Brasil com expressiva producio de milho durante a 1* e a 2* safra de 2017. Os
estados alvos das coletas foram Minas Gerais, Sao Paulo, Goias, e Mato Grosso. Em cada localidade obteve-se ~ 1000
larvas entre 4°- 6° instares, em campos de milho ndo-Bt, sem pulverizagio foliar de inseticidas quimicos prévia a coleta.
As plantas de milho dos campos coletados estavam entre os estadios fenologicos V4-V7. A presenca da larva foi
identificada através de injarias caracteristicas na planta de milho. Para que o material coletado representasse a
variabilidade genética da populagido local da praga, as plantas escolhidas estavam a uma consideravel distancia entre si.
As larvas foram cuidadosamente retiradas dos cartuchos das plantas (uma larva por planta) e individualizadas, ainda
no campo, em copos plasticos transparentes de 100 ml contendo dieta artificial, proposta por Kasten Jr. et al. (1978),
previamente preparados e acondicionados em caixas de isopor. Em seguida, o material foi levado ao Laboratério de

Insect Resistance Managment-Traits, na estacdo experimental da Syngenta Protecido de Cultivos, Holambra-SP.

Tabela 1. Amostras de S. frugiperda coletadas para selecao de linhagem resistente a Vip3Aa20

Municipio/Estado Identificacdo Més/Ano de coleta n  Safraagricola
Aguai-SP AG-SP Dezembro/2016 950 12 Safra 2017
Vazante-MG VZT-MG Janeiro/2017 1100 12 Safra 2017
Lucas do Rio Verde-MTLRV-MT Margo/2017 1200 22 Safra 2017
Rio Verde-GO RV-GO Abril/2017 1050 2@ Safra 2017

17 Safra 2017
1AG-SP
2VZ-MG

2* Safra 2017
3 LRV-MT
4 RV-GO

Figura 1. Locais de amostragem de . frugiperda coletadas na 1 safra e 2* safra de 2017 para selecdo de linhagem resistente a
Vip3Aa20

As amostras coletadas foram submetidas a triagem no laboratério, objetivando eliminar larvas mortas ou
de outras espécies, parasitadas por inimigos naturais ou colonizadas por entomopatégenos. As larvas visualmente
sauddveis permaneceram nos copos contendo dieta artificial e foram acondicionadas em salas com condicGes

ambientais controladas ideais para o desenvolvimento da espécie em questio (temperatura 27 + 2°C, umidade relativa
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50 £ 10% e fotofase de 14 horas), permanecendo até atingirem o estadio de pupa. Pupas de coloracio marrom-
avermelhada (esclerotizadas) foram retiradas com o auxilio de pinga entomoldgica, e entio lavadas com solugio de
agua e sulfato de cobre (10%) para desinfeccio. Identificou-se cada pupa de acordo com o género. As pupas do mesmo
sexo foram acondicionadas em gaiolas cilindricas de material PVC (20 cm de altura X 14,5 cm de didmetro), forradas
a0 fundo com papel filtro cilindrico e vedadas na parte superior com um tecido voil, permanecendo até a emergéncia
dos adultos, fenémeno que ocorre gradualmente a partir do 6°-8° dia apds retirada das pupas. As mariposas fémeas
emergem previamente aos machos, ¢ assim essa caracteristica bioldgica foi respeitada, ndo os colocando em condigdes
ambientais diferentes a fim de sincronizar a emergéncia, uma vez que este periodo antecessor permite que as fémeas
atinjam a maturagao sexual. A emergéncia dos adultos, designados como geragdo F0, deu inicio ao método F2 Screen,

descrito a seguir.

3.2. Estabelecimento de isofamilias para F2 Screen

Casais de adultos FO (01 @ + 01 &) foram formados separadamente a partir do inicio da emergéncia. Cada
um desses cruzamentos constituidos por dois parentais foi identificado como uma isofamilia. A rastreabilidade das
isofamilias ao longo do F2 Screen ¢é fundamental para a efetividade do estudo. Para cada regido coletada,
aproximadamente cem isofamilias foram formadas. A formacio das isofamilias garante o principio do método F2
Screen de preservar a variabilidade genética da populagdo proveniente do campo. Cada casal foi alocado em uma gaiola
formada por um copo plastico transparente de 500 ml, em posicdo invertida, com uma placa de Petri de 15 cm de
diametro forrada com papel filtro de mesmo diametro como fundo. Cada gaiola continha um copo plastico de 50 ml
cortado a0 meio, com algodio saturado de solugdo agucarada (90% dgua + 10% de glucose de milho). Descartava-se
a primeira postura, o casal era realocado em uma nova gaiola, com alimentagio fresca, onde permanecia por mais dois
dias. A postura seguinte, frequentemente maior e mais viavel, foi coletada e fixada a tampa de um copo plastico
transparente de 500 ml contendo 3 ml de dieta artificial ao fundo (geragdo F1). As larvas F1 de cada isofamilia
permaneceram juntas até o 3° instar, quando 120 larvas por isofamilia foram individualizadas em copos de 100 ml
contendo 2 ml de dieta artificial ao fundo. Ao atingirem o estadio de pupa, retiravam-se os individuos dos copos
plasticos, e todas as pupas visualmente saudaveis de uma mesma isofamilia foram colocadas em uma tnica gaiola
cilindrica de material PVC (20 cm de altura X 14,5 cm de didmetro), revestida internamente com papel sulfite, forrada
ao fundo com papel filtro cilindrico e vedada na parte superior com um tecido voil. Apés a emergéncia dos adultos,
acasalamento e inicio de oviposicdo, as posturas (geracio F2) foram coletadas e acondicionadas em copos plasticos
transparentes de 500 ml contendo papel filtro constantemente umedecido com 4gua destilada. A etapa de juncio de
individuos irmaos F1 de uma mesma isofamilia para cruzamento (endogamia) é responsavel pela concentragio de alelos

da resisténcia na geracido seguinte (F2) em genétipos homozigotos resistentes.
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1- Formagdo de 1sofamilias:
No 01 No 02 No 03 N° 04 NO 05 N° 06 N° 07 N° 08 No 09

Legenda: w Adulto homozigoto suscetivel FO; w Adulto heterozigoto FO.

Larvas F1 Pupas F1
Ne 01 N° 01

| — §9h
Larvas em dieta artificial até a fase ’ ’ ’ ’ ’ ’
de pupa

3- Cruzamentos entre irm3os F1 para obteng3o da geragdo F2:
N° 02 N° 03 N° 04 N° 05 N° 06 Ne 07 N° 08

Casal parental

Figura 2. Etapas do estabelecimento e condugio de isofamilias propostas pelo método F2 Screen (adaptado de Andow e Alstad,
1998).

3.3. Screening da geragdao F2 com discos foliares de milho Agrisure® Viptera™

Para selecionar uma linhagem de . frugiperda resistente a Vip3Aa20, executou-se o screening da geragio F2

de 402 isofamilias geradas a partir de quatro coletas de campo de regides geograficamente distintas do Brasil.

Tabela 2. Numero de isofamilias submetidas ao screening da geracdo F2 em folhas de milho expressando a toxina Vip3Aa20 e
durac¢io do bioensaio

Identificacdo da

Municipio/Estado N° de isofamilias testadas Duracdo do bioensaio

populacéo
Aguai-SP AG-SP 77 7 dias
Vazante-MG VZT-MG 103 14 dias
cuces o RO Lrvawit 122 14 dias
Rio Verde-GO RV-GO 100 14 dias
Total 402

O hibrido de milho Formula Viptera™ e o seu isogénico ndo-Bt foram inicialmente cultivados em casa de
vegetacdo em vasos plasticos de cinco litros, contendo mistura homogeneizada em betoneira de terra, areia e substrato
de casca de pinus (propor¢io 1:1:1), com adi¢do de adubo na formulagao 04-14-08 [ (N (nitrogénio), P205 (6xido de
fésforo), K20 (6xido de potassio) |. Cada vaso recebeu uma semente, as quais foram previamente tratadas com Maxim
Advanced®, produto fitossanitirio com a¢io fungicida, para garantir a sanidade das plantulas controlando o fungo de
solo Fusarium pallidoroseum. O manejo das plantas, como irrigacdo e nutricao, foi igualmente executado para todos
os vasos, evitando influenciar diferentemente na expressio da proteina inseticida. A semeadura dos vasos foi
escalonada propiciando sincronismo entre eclosdo de neonatas das diferentes isofamilias e oferta de tecido vegetal no

estadio predeterminado.
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Discos foliares de 16 milimetros (mm) de diametro foram confeccionados a partir de cartuchos das plantas
de milho no estadio fenolégico V6. Os bioensaios foram conduzidos em bandejas de 128 células (BIO-BA-128; CD
International Inc., Pitman, NJ), previamente preparadas com uma mistura ao fundo da célula de 4gar a 3% em agua ¢
um disco foliar em sua superficie. Cada isofamilia recebeu uma bandeja a ser infestada com 128 neonatas (~ 12 h ap6s
eclosdo). A transferéncia das neonatas foi executada com um pincel de cerdas finas. Como tratamento controle, 16
neonatas por isofamilia foram colocadas em discos foliares de milho isogénico nio-Bt. A cada 16 neonatas transferidas,
vedava-se o grupo de células com uma lamina pldstica auto-adesiva (BIO-BA-16), evitando o escape de individuos. O
material da lamina plastica permite trocas gasosas entre o interior da célula e o ambiente. As bandejas infestadas
permaneceram em cdmara climatizada nas condi¢ées de temperatura 27 + 1°C, umidade relativa 60 + 10% e fotofase
de 14 horas. Os bioensaios conduzidos para a populagio AG-SP tiveram duracdo de 7 dias; para os demais locais, a
duracio foi de 14 dias. Neste dltimo caso, aos 7 dias as larvas sobtreviventes foram contabilizadas e transferidas
individualmente para copos plasticos transparentes de 100 ml, contendo ao fundo a mistura de agar-agua (3%) e um
pedaco de ~ 3 cm2 de tecido foliar fresco de milho Formula Viptera™, onde permaneciam por mais 7 dias. Nesta
segunda etapa, cada planta de milho a ser utilizada foi submetida a um teste imonucromatografico ou tira de fluxo
lateral (QuickStick, Envirologix), para detec¢do qualitativa da proteina Vip3Aa20. Em raras ocasibes onde a
sobrevivéncia no sétimo dia foi de ~100%, a isofamilia foi excluida do estudo, pois tratava-se de uma situacdo de
mistura de lotes de sementes, onde a planta utilizada nio expressou a toxina Vip3Aa20.

As larvas sobreviventes aos biensaios foram contabilizadas e individualmente alimentadas com dieta
artificial até que atingissem o estadio pupa, como descrito por Yang et al. (2017). As pupas foram coletadas e mantidas
individualizadas em copos plasticos transparentes de 100 ml até a emergéncia dos adultos. Os adultos emergidos foram
contabilizados e entdo individuos de diferentes isofamilias de uma mesma regido, com emergéncia préxima, foram
colocados juntos em uma uGnica gaiola, para acasalamento e oviposicdo. A progénie oriunda dos individuos F2
sobreviventes foi exposta a toxina Vip3A20 através da oferta de tecido foliar fresco de milho Formula Viptera™. Em
caso de alta % de sobrevivéncia das larvas F3, haveria um indicativo de resisténcia a Vip3Aa20 destes individuos.
Larvas F3 sobreviventes a exposi¢do a toxina foram recuperadas e transferidas individualmente para copos plasticos
transparentes de 100 ml contendo dieta artificial.

A estimativa da frequéncia de alelos r para cada local coletado foi obtida através da férmula proposta por
Andow e Alstad (1998):

S+1
" ((2 + Ntotal) x 4)

E[p]

onde p corresponde a frequéncia estimada de alelos da resisténcia, S (sucess) é o nimero de isofamflias positivas, Ntotal

¢ o numero de isofamilias testadas. O intervalo de confianca (IC) foi de 95%.

3.4. Manutencao de linhagens suscetivel e resistente a toxina Vip3Aa20

A partir de larvas F3 sobreviventes a exposicdo a Vip3Aa20, iniciou-se a formacio de colonias em condicGes
laboratoriais das diferentes regides coletadas. A cada trés ciclos completos alimentando larvas em dieta artificial, a
proxima geracio era novamente exposta a2 Vip3Aa20 oferecendo tecido foliar fresco de milho Agtisure® Viptera™.
As ofertas de tecido foliar foram realizadas em copos plasticos de 500 ml preparados com mistura de agar-dgua a 3%

ao fundo e papel filtro separando a mistura nao-geleificada do pedaco de tecido foliar fresco, este de aproximadamente
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50 cm2. Dez copos foram preparados e quarenta neonatas (~ 12 h apds eclosao) foram transferidas por copo. As
larvas permaneceram nos copos alimentadas com tecido foliar fresco expressando Vip3Aa20 até atingirem o 3° instar.
O pedago de tecido foliar foi substituido a cada dois dias. Os individuos sobreviventes foram recuperados e transferidos
individualmente para copos de 100 ml contendo dieta attificial, permanecendo até a fase de pupa.

O hibrido de milho Formula Viptera™ foi constantemente cultivado em casa de vegetacio, retirando-se o
tero superior das plantas em V5-V7 para cada exposi¢io das colonias a toxina. Amostras de tecido foliar foram
submetidas ao teste qualitativo de detecgao de Vip3Aa20 para confirmagio de presenca.

A linhagem suscetivel, mantida em condi¢des laboratoriais por mais de dez anos livre da pressio de
inseticidas quimicos e de proteinas Bt, tinha como fonte alimentar a dieta artificial proposta por Kasten Jr. et al. (1978).
As linhagens suscetivel e resistente foram mantidas em condi¢oes controladas de temperatura 27 + 1°C, umidade
relativa 60 * 10% e fotofase de 14 horas.

A linhagem resistente a Vip3Aa20 selecionada a partir do F2 Screen da amostra coletada em Lucas do Rio
Verde-MT, denominada LRV-MT Vip-R, foi utilizada nos estudos de demonstracio fenotipica da resisténcia, historia
de vida para investigacdo de custo adaptativo associado a resisténcia e impacto de ciantraniliprole em TS na expressio

do custo adaptativo associado a resisténcia.

3.5. Demonstragao de resisténcia fenotipica

O estudo da sobrevivéncia e producio de progénie viavel através da exposi¢ao de linhagens de S. frugiperda
que carregam o alelo da resisténcia a Vip3Aa20, objetivando demonstrar a resisténcia fenotipica, foi conduzido em
laboratério. Plantas de milho Viptera™ e seu isogénico ndo-Bt cultivadas em casa de vegetacio foram a fonte de tecido
foliar fresco para a realizacdo dos bioensaios. As linhagens estudadas foram: 1-linhagem resistente a Vip3Aa20 (LRV-
MT Vip-R); 2- linhagem suscetivel mantida > 10 anos em laboratério (SUS); 3- linhagem heterozigbtica oriunda de
cruzamento reciproco entre LRV-MT Vip-R@ e SUSS [(LRV-MT Vip-R? X SUSJ (RS-1)]; 4- linhagem
heterozigética oriunda de cruzamento reciproco entre LRV-MT Vip-R&' e SUSQ [(LRV-MT Vip-RJd x SUS?Q (RS-
2)]. LRV-MT Vip-R foi mantida em condi¢bes laboratoriais por 24 geracGes, das quais 6 geracoes foram expostas a
Vip3Aa20 através da oferta de tecido foliar fresco expressando a toxina. Para realizar os cruzamentos reciprocos a fim
de obter as linhagens heterozigéticas, 40 pupas fémeas e 40 pupas machos de cada uma das linhagens parentais foram
separadas. Com o inicio da emergéncia dos adultos, iniciaram-se os cruzamentos reciprocos de acordo com figura 3.
Os cruzamentos foram realizados em gaiolas cilindricas de material PVC (20 cm de altura X 14,5 cm de diametro),
revestidas internamente com papel sulfite, forradas ao fundo com papel filtro cilindrico e vedadas na parte superior

com um tecido voil. Para a obtenc¢io de cada linhagem heterozigotica, foi destinada uma gaiola contendo 20 casais.
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LRV-MT Vip-R SUS LRV-MT Vip-R

d

LRV-MT Vip-R@ x SUSZ (RS-1) LRV-MT Vip-R & x SUS 2 (RS-2)

Figura 3. Esquema de cruzamentos reciprocos entre linhagem resistente LRV-MT Vip-R e linhagem suscetivel de referéncia para
obtencio de linhagens heterozigéticas LRV-MT Vip-RQ x SUSF (RS-1) e LRV-MT Vip-R& x SUSQ (RS-2).

Tabela 3. Descricio de tratamentos do estudo de demonstracio fenotipica da resisténcia de linhagem S. frugiperda oriunda de campo
e selecionada em laboratério para resisténcia a Vip3Aa20.

Tratamento Linhagem Material vegetal
1 LRV-MT Vip-R Milho Agrisure® Viptera™
2 LRV-MT Vip-R Milho Nao-Bt (isogénico)
3 SUS Milho Agrisure® Viptera™
4 SUS Milho Nao-Bt (isogénico)
LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) Milho Agrisure® Viptera™
6 LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) Milho Nao-Bt (isogénico)
7 LRV-MTJ x SUS? (RS-2) Milho Agrisure® Viptera™
8 LRV-MTJ x SUS?Q (RS-2) Milho Néao-Bt (isogénico)

O hibrido de milho Formula Viptera™ e o seu isogénico ndo-Bt foram cultivados em casa de vegetagdo em
vasos plasticos de cinco litros, seguindo as mesmas diretrizes da producido de plantas para o F2 Screen. Tecido foliar
fresco foi extraido do terco superior das plantas de milho nos estddios V5-V7 para montagem do bioensaio. Bandejas
plasticas de 42 células, cada célula com dimensées de 4 cm x 4,3 cm x 2,1 cm (DPLASTIC TERMOFORMAGEM
IND. E COM. DE PLASTICOS LTDA ME), foram preparadas com uma mistura agar-dgua (3%), papel filtro ¢ um
pedaco de ~ 4 cm2 de tecido foliar. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 8 repeti¢oes, cada
repeti¢do infestada com 21 neonatas, totalizando 168 neonatas/tratamento. A infestacio foi realizada com neonatas
de ~ 12 h apés eclosio, com o uso de um pincel de cerdas finas, sendo 1 neonata por célula. As bandejas permaneceram
em sala climatizada nas condi¢oes de temperatura 27 & 2°C, umidade relativa 60 + 10% e fotofase de 14 horas. Durante
o petiodo larval, o tecido foliar especifico do tratamento foi reposto a cada 48 h, até que os individuos atingissem o
estadio de pré-pupa.

Cada tratamento teve os seguintes pardmetros biolégicos avaliados: sobrevivéncia larval aos 7 e 14 DAI,
duragio e viabilidade das fases de ovo, larva, pupa e periodo ovo-adulto, razio sexual, longevidade de fémeas e machos
adultos, perfodo de oviposigao, fecundidade (numero de ovos fémea-1) total e diaria. A viabilidade de ovos foi calculada
com base no nimero de neonatas eclodidas em relagio ao numero de ovos. A viabilidade de pupas e adultos foram

calculadas com base no nimero de neonatas infestadas. Foram formados 20 casais de adultos por tratamento, cada
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casal colocado em uma gaiola confeccionada com copo plastico transparente de 500 ml e fundo de placa de Petri de
acrilico forrada com papel filtro, contendo algodio embebido em solugdo agucarada em um copo plastico de 50 ml
cortado ao meio. Os casais foram utilizados para avaliar a longevidade de fémeas, periodo de oviposi¢do, nimero de
ovos por fémea. As massas de ovos de cada casal foram coletadas diariamente, e entdo os ovos eram contabilizados
através de um estereoscopio lupa binocular. A segunda e terceira postura de cada casal foram guardadas apos a
contagem de ovos, acondicionadas separadamente em placas de Petri com papel filtro umedecido, permanecendo em
sala climatizada (temperatura 27 + 2°C, umidade relativa 60 £ 10% e fotofase de 14 horas) até que a eclosdo de
neonatas finalizasse.

Os parametros biologicos foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para confirmar a
pressuposicio de distribuicio normal dos residuos e ao teste de Batlett para confirmar a pressuposicio de
homogeneidade das varidncias. Quando recomendado pelo programa estatistico, transformac¢des dos dados foram
aplicadas. Os dados destes parametros foram submetidos a analise de vatiancia e as médias comparadas pelo teste
Tukey (P<0,05). O programa estatistico utilizado foi SASM-Agri (Sistema para Analise e separagio de Médias em

Experimentos Agticolas) - versio 8.2.

3.6. Estudo de histéria de vida de S. frugiperda para investigacdao de custo adaptativo

associado a resisténcia a Vip3Aa20

A investigacio de custo adaptativo associado a resisténcia foi conduzida em laboratério ofertando tecido
foliar fresco do hibrido Formula nio-Bt para as seguintes linhagens: 1- LRV-MT Vip-R; 2- SUS; 3- LRV-MT? x SUSJ
(RS-1); 4- progénie LRV-MTJ x SUSP (RS-2). As linhagens heterozigotas foram obtidas por meio de cruzamento
reciprocos citados acima (item 3.5). As plantas foram cultivadas em casa de vegetacio, seguindo as diretrizes dos itens
prévios. Bandejas de 42 células foram preparadas de acordo com item 3.5. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 4 repeticGes, cada repeticdo infestada com 42 neonatas (n= 4 x 42 = 168). A infestacdo
foi realizada com neonatas de ~ 12 h apés eclosdo, sendo 1 neonata por célula, com o uso de um pincel de cerdas
finas. Cada célula recebeu identificacdo no momento da infestagio garantindo rastreabilidade de cada individuo ao
longo do ciclo. As bandejas permaneceram em sala climatizada nas condi¢oes de temperatura 27 £ 2°C, umidade
relativa 60 £ 10% e fotofase de 14 horas. Durante o perfodo larval, a cada 48 h foi realizada a reposicao de tecido foliar
fresco de milho nao-Bt.

Cada tratamento teve os seguintes parametros biologicos avaliados: sobrevivéncia larval aos 7 e 14 DAI,
duragio e viabilidade das fases de ovo, larva, pupa e periodo ovo-adulto, peso de pupas, razdo sexual, longevidade de
fémeas adultas, periodo de oviposicdo, fecundidade (nimero de ovos fémea-1) total e diaria. A viabilidade de ovos,
pupas e adultos foram calculadas de acordo com o exposto no item 3.5. As pupas foram pesadas individualmente com
24 h de idade. A partir da detec¢do da primeira pupa, as bandejas foram vistoriadas diariamente. Foram formados 20
casais de adultos por tratamento, de acordo com método explicado no item 3.5. Os casais foram utilizados para avaliar
a longevidade de fémeas, periodo de oviposi¢io, nimero de ovos por fémea.

Os parimetros biologicos foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para confirmar a
pressuposicdo de distribui¢do normal dos residuos e ao teste de Barlett para confirmar a pressuposicio de

homogeneidade das vatidncias. Transformagoes dos dados foram aplicadas somente quando indicado. Os dados destes
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parametros foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey (P<0,05). As analises

estatisticas foram realizadas no programa R v. 3.5.1 (R Cotre Team, 2018).

3.7. Efeito de ciantraniliprole em TS na magnitude e/ou dominancia de custo adaptativo

associado a resisténcia de S. frugiperda a Vip3Aa20

A investigacdo do efeito do inseticida quimico ciantraniliprole em TS na expressio do custo adaptativo
associado a resisténcia de S. frugiperda a toxina Vip3Aa20 foi realizada por meio de trés metodologias:

. Metodologia I: oferta, em laboratério, de tecido foliar fresco extraido de plantas com idade de 15
DAE cultivadas em casa de vegetacio;

. Metodologia II: infestagdo de plantas com idade de 15 DAE em vasos, cultivadas em casa de
vegetagdo, durante 6 dias e posterior oferta de tecido foliar fresco até atingir fase de pupa em laboratério;

. Metodologia III: oferta, em laboratério, de tecido foliar fresco extraido de plantas com idade de 21

DAE cultivadas em casa de vegetacio.

3.7.1. Efeito de ciantraniliprole em TS na expressao do custo adaptativo de S.
frugiperda por meio da oferta de tecido foliar fresco extraido de plantas com 15

DAE em laboratoério- Metodologia |

Na metodologia I, a histéria de vida de trés linhagens foi estudada para investiga¢do da ocorréncia de custo
adaptativo associado a resisténcia 2 Vip3Aa20. As linhagens foram: 1- LRV-MT Vip-R; 2- SUS; 3- LRV-MTQ x SUSJ'
(RS-1). O bioensaio foi inicialmente conduzido em bandejas plasticas, onde as larvas foram alimentadas com tecido
foliar fresco extraido de plantas de milho nao-Bt com 15 DAE, provenientes de sementes tratadas com Fortenza
600FS® e sementes nio tratadas, de acordo com o tratamento. Posteriormente, pupas e adultos foram avaliados em
diversos parametros biologicos.

Alinhagem LRV-MT Vip-R foi mantida em condi¢des laboratoriais por ~ 24 geragdes, das quais 6 geragoes
foram expostas a tecido foliar fresco expressando Vip3Aa20. Os individuos da primeira geracdo apos a 6* selecdo
massal desta linhagem foram utilizados no presente estudo. Para a obtencio da linhagem heterozigotica LRV-MTS X
SUSA (RS-1), pupas fémeas da geragio sobrevivente a 6* selegio massal de LRV-MT Vip-R foram separadas e com a
emergéncia das fémeas, cruzamentos com machos da linhagem SUS foram organizados. A progénie heterozigdtica

oriunda deste cruzamento, foi utilizada para infestacio do bioensaio.



33

Tabela 4. Descri¢io de tratamentos da investigacdo do efeito de Fortenza 600FS® em TS de milho nio-Bt na expressio do custo
adaptativo associado a resisténcia de S. fiugiperda a Vip3Aa20- Metodologia 1.

Tratamento Linhagem Tratamento de sementes
1 LRV-MT Vip-R Fortenza 600FS®
2 LRV-MT Vip-R Sem tratamento
3 SUS Fortenza 600FS®
4 SUS Sem tratamento
5) LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) Fortenza 600FS®
6 LRV-MTQ x SUS& (RS-1) Sem tratamento

Determinado numero de sementes do hibrido de milho Formula nido-Bt recebeu tratamento com o
inseticida quimico Fortenza G00FS®, de acordo com especificagio descrita na tabela 5. Vasos plasticos de cinco litros,
contendo mistura homogeneizada de tetra, areia e substrato de casca de pinus (proporcio 1:1:1), com adi¢do de adubo
na formulacio 04-14-08, receberam uma semente cada. Metade dos vasos foi semeada com sementes nao-tratadas e a
outra metade semeada com sementes tratadas. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacio, recebendo irrigacdo
e nutricio conforme necessidade e homogeneamente. Ao atingirem 15 DAE, as plantas foram coletadas e destinadas
a preparacio do bioensaio, conduzido em laboratério. As plantas encontravam-se no estadio fenolégico V3. Todas as
folhas das plantas utilizadas foram coletadas para a montagem das bandejas, devido ao pequeno porte que se
encontravam no referido estagio de desenvolvimento vegetativo.

Bandejas plasticas de 42 células foram preparadas seguindo as diretrizes do item 3.5. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com 30 repeti¢Ges, cada repeticdo infestada com 21 neonatas, totalizando
630 neonatas/tratamento. A infestacio foi realizada com neonatas de ~ 12 h apds eclosio, com o uso de um pincel de
cerdas finas, sendo 1 neonata por célula. As bandejas permaneceram em sala climatizada nas condi¢oes de temperatura
27 £ 2°C, umidade relativa 60 * 10% e fotofase de 14 horas. Durante o petiodo larval, o tecido foliar especifico do
tratamento foi reposto a cada 48 h. Como todos os vasos foram semeados no mesmo periodo, a concentragao do
ingrediente ativo ciantraniliprole foi decrescendo no tecido foliar tratado (extraido de plantas oriundas de sementes

tratadas) ofertado nas reposicoes.
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Tabela 5. Produto fitossanitario registrado para tratamento de sementes na cultura do milho para controle de larvas de . frugiperda.
Informacdes contidas na bula do titular do registro Syngenta Prote¢do de Cultivos LTDA.

Concentracdo Dose
Produto Ingrediente Grupo quimico
sementes? 60.000
sementes®
Fortenza  Ciantraniliprole  Antranilamida 600 24 40
600FS®

IConcentracio do ingrediente ativo em gramas por litro de produto comercial; 2Concentra¢do do ingrediente ativo em gramas por
hectare; 3Dose do produto comercial por hectare.

Cada tratamento teve os seguintes pardmetros biolégicos avaliados: sobrevivéncia larval aos 7 ¢ 14 DAI,
duragio e viabilidade das fases de ovo, larva, pupa e periodo ovo-adulto, razdo sexual, longevidade de fémeas adultas,
petiodo de oviposicdo, fecundidade (numero de ovos fémea-1) total e diaria. A viabilidade de ovos, pupas e adultos
foram calculadas de acordo com o exposto no item 3.5. Foram formados 20 casais de adultos por tratamento, de
acordo com método explicado no item 3.5. Os casais foram utilizados para avaliar a longevidade de fémeas, periodo
de oviposicido, nimero de ovos por fémea.

Todos os parametros biologicos foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para confirmar a
pressuposicao de distribuicio normal dos residuos e ao teste de Levene para confirmar a pressuposicio de
homogeneidade das variancias. Para os parametros viabilidade de ovos, sobrevivéncia larval aos 7 e 14 DAL, viabilidade
de pupas, viabilidade de ovo-adulto, duracdo do periodo de pupa, nimero de ovos.fémea.dia-1 foram submetidos a
transformacio Box-Cox (A), garantindo aproximacdo da distribui¢do normal e variancia constante. A apresentacdo em
tabelas e graficos se refere aos dados nao transformados. Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias

comparadas pelo teste t (P<0,05). As andlises estatisticas foram realizadas em JMP versao 15 (SAS Institute Inc., 2019).

3.7.2. Efeito de ciantraniliprole em TS na expressao do custo adaptativo de S.
frugiperda por meio da infestagao de plantas com idade de 15 DAE em casa de

vegetacao- Metodologia Il

As linhagens propostas a setem estudadas foram: 1- LRV-MT Vip-R); 2- SUS; 3- LRV-MT Vip-R} X
SUSA (RS-1); 4- LRV-MT Vip-Rd x SUSQ (RS-2). Plantas de milho nio-Bt, cultivadas em casa de vegetagio até a
idade de 15DAE, estagio de desenvolvimento fenolégico V3, foram infestadas com neonatas; posteriormente os
individuos sobreviventes seriam transferidos para bandejas plasticas, alimentados com tecido foliar fresco oriundo de
plantas de milho ndo-Bt sem TS, mantidos em condi¢des laboratoriais.

A linhagem LRV-MT Vip-R foi mantida em condigbes laboratoriais por ~ 28 geraces, das quais 7 geracoes
foram expostas a tecido foliar fresco expressando Vip3Aa20. Os individuos da terceira geracio apds a 7* sele¢io massal
desta linhagem foram utilizados neste estudo. Para a obtengdo das linhagens heterozigéticas, pupas da segunda geracio
ap6s a selegdo massal de LRV-MT Vip-R foram separadas de acordo com o género. Com a emergéncia dos adultos,
cruzamentos reciprocos com a linhagem SUS foram organizados, de acordo com esquema citado em item anterior. As
progénies oriundas destes cruzamentos -LRV-MT Vip-R@ x SUSJ (RS-1) e LRV-MT Vip-R4 x SUS?Q (RS-2) -
foram utilizadas para infestagdo das plantas deste estudo, bem como LRV-MT Vip e SUS
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Tabela 6. Descrigido de tratamentos da investigagdo do impacto do inseticida quimico ciantraniliprole em TS de milho
nio-Bt na expressio do custo adaptativo associado a resisténcia de S. frugiperda a Vip3Aa20- Metodologia II.

Tratamento Linhagem Tratamento de sementes
1 LRV-MT Vip-R Fortenza 600FS®
2 LRV-MT Vip-R Sem tratamento
3 SUS Fortenza 600FS®
4 SUS Sem tratamento
5 LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) Fortenza 600FS®
6 LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) Sem tratamento
7 LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) Fortenza 600FS®
8 LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) Sem tratamento

Um total de 432 vasos plasticos de volume 4,5 litros foram enchidos com uma mistura homogénea de terra,
areia e substrato de casca de pinus (propor¢ao 2:1:1), com adigao de adubo na formulacdo 04-14-08. Deste total, 216
vasos foram semeados com o objetivo de executar a primeira etapa da metodologia II, sendo a infestagdo das plantas
com 15DAE em casa de vegetagdo com as linhagens LRV-MT, SUS e linhagens heterozigdticas. Os outros 216 vasos
foram semeados com sementes do hibrido de milho Formula nao-Bt sem tratamento de sementes, sendo que as plantas
obtidas seriam utilizadas para alimentar as larvas na segunda etapa do presente estudo, caracterizada pela condugio
dos individuos, sobreviventes a primeira etapa, em bandejas para avaliagio de diversos pardmetros bioldgicos de
desenvolvimento e fertilidade, em condi¢bes ambientais.

Para a primeira etapa do estudo, metade dos vasos foi semeada com o hibrido de milho Formula nio-Bt
tratado com Fortenza G00FS® e a outra metade semeada com mesmo hibrido sem tratamento de sementes. Os vasos
receberam apenas uma semente cada. A data da semeadura foi calculada para que ocorresse sincronismo entre a data
que as plantas atingissem 15 dias de idade apds a emergéncia de plantulas e a eclosio das neonatas das 04 linhagens,
possibilitando assim a infestacio de plantas com 15 DAE. O delineamento experimental foi blocos casualizados, com
9 repeticoes e 3 sub-repeticoes. Cada planta foi infestada com 10 neonatas com ~12 horas apés eclosio (n=9 x 3 x 10
= 270). A recuperacio de larvas sobreviventes e contabilizacdo destas foi realizada no sexto dia ap6s infestacdo (6
DATI), quando as plantas atingiram 21 DAE.

Para a conducio da segunda etapa, 21 larvas sobreviventes de cada repeticao da etapa em casa de vegetacio
(n= 9 x 21 = 189) deveriam ser transferidas para bandejas de 42 células (1 bandeja = 2 repeti¢bes) previamente
preparadas. Entretanto, para as quatro linhagens, o numero de individuos sobreviventes foi muito baixo em plantas de
milho provenientes de sementes tradadas com Fortenza 600FS®. Nas condi¢bes do teste, as plantas com idade de 15
DAE ainda apresentavam concentracio de ciantraniliprole suficiente para causar mortalidade na maioria das larvas.

Nio foi possivel prosseguir com a investigacao patra determinar se Fortenza 600FS® impactaria na expressio do custo
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associado a resisténcia a Vip3Aa20 nas condi¢oes dadas. De acordo com as circunstancias, a unica avaliagdo possivel

de ser realizada foi a sobrevivéncia larval aos 6 DAL

Figura 4. Estudo em casa de vegetacio para investigagdo do efeito de Fortenza 600FS® no custo adaptativo de . frugiperda
resistente a Vip3Aa20- Metodologia II. A- Planta de milho com idade de 15 DAE, em estagio fenolégico V3. B- Plantas de
milho apés infestacdo

3.7.3. Efeito de ciantraniliprole em TS na expressao do custo adaptativo de S.
frugiperda por meio da oferta de tecido foliar fresco extraido de plantas com

21 DAE em laboratério- Metodologia Ill

Na metodologia 111, investigou-se a histéria de vida de quatro linhagens alimentadas com tecido foliar fresco
de milho ndo-Bt com presenga e auséncia do ingrediente ativo ciantraniliprole, em condi¢Ses laboratoriais. As linhagens
estudadas foram: 1- LRV-MT Vip-R; 2- SUS; 3- LRV-MTQ X SUSJ (RS-1); 4- LRV-MTJ x SUSQ (RS-2). A
linhagem LRV-MT Vip-R foi mantida em condi¢des laboratoriais por ~ 30 gera¢des, das quais 8 geragdes foram
expostas a tecido foliar fresco expressando Vip3Aa20. Os individuos da segunda geragio ap6s a 8* selecdo massal desta
linhagem foram utilizados no estudo de infestagdo de plantas. Para a obtengdo das linhagens heterozigéticas RS-1 e
RS-2, pupas da primeira geracdo ap0s a selecio massal de LRV-MT Vip-R foram separadas de acordo com o género.
Com a emergéncia dos adultos, cruzamentos reciprocos com a linhagem SUS foram realizados. As progénies oriundas
destes cruzamentos- LRV-MTS x SUSZ (RS-1) e LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) - foram utilizadas para infestagio das

plantas deste estudo.
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Tabela 7. Descrigio de tratamentos do estudo investigagio do impacto do inseticida quimico ciantraniliprole em TS de milho nao-
Bt na expressdo do custo adaptativo associado a resisténcia de S. frugiperda a Vip3Aa20- Metodologia 111

Tratamento Linhagem Tratamento de sementes
1 LRV-MT Vip-R Fortenza 600FS®
2 LRV-MT Vip-R Sem tratamento
3 SUS Fortenza 600FS®
4 SUS Sem tratamento
5 LRV-MT% i()susg (RS- Fortenza 600FS®
6 LRV-MT% SSUS& (RS- Sem tratamento
7 LRV-MTJ ;‘)SUSQ (RS- Eortenza 600Fs®
8 LRV-MTJ ;()SUSQ (RS- Sem tratamento

A condugio do bioensaio foi realizada em bandejas plasticas, alimentando as larvas com tecido foliar fresco
extraido de plantas de milho nio-Bt com 21 DAE, provenientes de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e
sementes nao tratadas, de acordo com o tratamento. Posteriormente, pupas e adultos foram avaliados em diversos
parametros biolégicos.

Vasos plasticos de sete litros, contendo mistura homogeneizada de terra, areia e substrato de casca de pinus
(proporgio 1:1:1), com adi¢do de adubo na formulagiao 04-14-08, receberam uma semente cada. Metade dos vasos foi
semeada com sementes do hibrido de milho Formula ndo-tratadas e a outra metade semeada com sementes do mesmo
hibrido tratadas com o inseticida quimico Fortenza 600FS®, de acordo com especificagdo descrita na tabela 2. As
plantas foram cultivadas em casa de vegetagdo, recebendo irrigacdo e nutricdio conforme necessidade e
homogeneamente. Ao atingirem 21 DAE, estadio fenolégico V5, as plantas foram coletadas e destinadas a preparacdo
do bioensaio, conduzido em laboratétio.

Bandejas plasticas de 42 células foram preparadas previamente, de acordo com as diretrizes dos bioensaios
anteriores. Neste estudo, somente o cartucho e folha adjacente ndo expandida das plantas de milho foram utilizados
como fonte de tecido foliar. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 8 repeti¢cdes, cada
repeticdo infestada com 21 neonatas (n= 8 x 21 = 168). A infestacio foi realizada com neonatas de ~ 12 h ap6s eclosio,
com o uso de um pincel de cerdas finas, sendo 1 neonata por célula. As bandejas permaneceram em sala climatizada
nas condi¢oes de temperatura 27 + 2°C, umidade relativa 60 + 10% e fotofase de 14 horas. O pedaco de tecido foliar
inicialmente ofertado permaneceu na bandeja por 7 dias, sendo entdo colocado um novo pedago proveniente de milho
ndo-Bt sem tratamento de sementes, para todos os individuos sobreviventes do estudo. A partir disso, até o final do
periodo larval, o tecido foliar foi reposto a cada 48 h.

Cada tratamento teve os seguintes parametros biologicos avaliados: sobrevivéncia larval aos 7 e 14 DAI,
duragio e viabilidade das fases de ovo, larva, pupa e periodo ovo-adulto, razio sexual, longevidade de fémeas e machos

adultos, periodo de oviposicao, fecundidade (nimero de ovos fémea-1) total e diaria. As diretrizes das avaliagdes estdo
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expostas no item 3.5. A expectativa seria formar 22 casais de adultos por tratamento; entretanto, alguns tratamentos
tiveram significativa mortalidade larval, impossibilitando a formagdo do total de casais. Os casais formados foram
utilizados para avaliar a longevidade de fémeas e machos, periodo de oviposi¢do, numero de ovos por fémea. Os casais
foram observados para detectar e documentar deformagdes morfolégicas visuais. A porcentagem de adultos
deformados foi calculada com base no total de adultos utilizados na formagio de casais de cada tratamento.

Os parametros foram inicialmente submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para confirmar a pressuposicio de
distribui¢do normal dos residuos e ao teste de Barlett para confirmar a pressuposicio de homogeneidade das variancias.
Quando recomendado pelo programa estatistico, transformacbes dos dados foram aplicadas. Os dados destes
pardmetros foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste Tukey (P<0,05). O programa

estatistico utilizado foi SASM-Agri (Sistema para Analise e separacdo de Médias em Experimentos Agricolas) - versdo

8.2.
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4. RESULTADOS

4.1. Frequéncia alélica da resisténcia de S. frugiperda a toxina Vip3Aa20

Utilizando-se o método F2 Sereen, 402 isofamilias foram estabelecidas e submetidas ao sereening com tecido
foliar fresco expressando Vip3Aa20, com os objetivos de estimar a frequéncia alélica da resisténcia a esta toxina nos
locais coletados e de selecionar linhagens resistentes. As isofamilias do F2 Sereen que originaram adultos F2
sobreviventes foram denominadas isofamilias positivas, significando serem potenciais carreadoras do alelo da

resisténcia a Vip3Aa20.

Tabela 8. Resultados do F2 Screen e estimativa da frequéncia de alelos da resisténcia de . frugiperda a toxina Vip3Aa20 em quatro
regides distintas do Brasil.

Numero de testados - Frequéncia
Larvas Adultos Isofamilias .
Local Isofamilias Larvas sobreviventes emergidos ositivas alélica 1C95%
9 P estimada
VZT- 0,0016-
MG 103 12288 14 11 2 0,007743 0.01864
LRV- 0,0034-
MT 121 15488 16 9 4 0,010321 0,0211
RV- 0,0006-
GO 100 12800 28 7 1 0,004938 0,01376

A progénie oriunda dos sobreviventes de CB-SP (geracdo F3) foi submetida a Vip3Aa20 através da oferta,
durante 7 dias, de tecido foliar fresco expressando a toxina; entretanto, ndo foram detectados individuos sobreviventes,
concluindo que os sobreviventes F2 ao sereening foram falsos-positivos. Por esse motivo, a duragio dos bioensaios
passou de 7 para 14 dias para as outras trés amostras.

A amostra de S. frugiperda coletada em Lucas do Rio Verde- MT apresentou um total de 16 larvas
sobreviventes apds 14 dias de alimenta¢io em tecido foliar fresco oriundo de milho Viptera™, as quais foram
transferidas para dieta artificial onde permaneceram até a fase de pupa. Ao final foram obtidos nove adultos, dos quais

derivou-se a linhagem de S. frugiperda resistente a Vip3Aa20- LRV-MT Vip-R- utilizada nos estudos do presente projeto.
4.2. Demonstragao da resisténcia fenotipica de S. frugiperda a Vip3Aa20

Diferengas significativas ndo foram detectadas na sobrevivéncia larval aos 7 ¢ 14 DAI da linhagem LRV-
MT Vip-R ao se alimentar de tecido foliar extraido de milho Viptera™ e de seu isogénico nao-Bt (figuras 5 e 0). As
larvas das linhagens SUS, LRV-MTQ x SUSS (RS-1) e LRV-MTJ x SUS?Q (RS-2) nio sobreviveram ao serem
infestadas em tecido de milho Viptera™. Aos 14 DAL nos tratamentos com tecido ndo-Bt, a sobrevivéncia larval das
linhagens estudadas ndo diferiu significativamente; entretanto observou-se uma tendéncia de menor sobrevivéncia

larval na linhagem resistente e maior sobrevivéncia larval na linhagem heterozigética LRV-MTJ x SUSQ (RS-2).
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mLRV-MT Vip-R mSUS = LRV-MT? x SUSZ (RS-1) = LRV-MTJ x SUS?Q (RS-2)
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Figura 5. Sobrevivéncia (%) larval aos 7 DAI das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT® x SUSZ (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ
(RS-2) de S. frugiperda em milho Viptera™ e milho nio-Bt. Barras (£EP) com mesma letra nio sdo significativamente diferentes.
* Dados excluidos da analise estatistica devido a auséncia de variabilidade

B LRV-MT Vip-R mSUS B LRV-MTQ x SUSE (RS-1) = LRV-MT3 x SUSS (RS-2)
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Figura 6. Sobrevivéncia (%) larval aos 14 DAI das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT® x SUS& (RS-1), LRV-MTJ' x
SUS? (RS-2) de S. frugiperda em milho Viptera™ e milho nio-Bt. Barras (XEP) com mesma letra nio sdo significativamente
diferentes. * Dados excluidos da andlise estatistica devido a auséncia de variabilidade

A viabilidade de ovos das quatro linhagens nao diferiu significativamente ao serem comparadas quando
ofertado tecido de milho nio-Bt (figura 7). A linhagem resistente néo sofreu efeito significativo na viabilidade de ovos
a0 se alimentar de tecido Viptera™ em comparacio a alimentagiao com tecido nao-Bt.

A comparacio feita entre a viabilidade de adultos da linhagem resistente ao ser ofertado tecido Viptera™ e
tecido nio-Bt nio indicou diferenca significativa. As comparag¢des feitas entre as quatro linhagens, ao ofertar tecido
ndo-Bt, indicaram que a viabilidade de adultos da linhagem heterozigotica LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) foi superior a
viabilidade de adultos de SUS e LRV-MT Vip-R; a viabilidade de adultos das duas linhagens heterozigéticas ndo diferiu
significativamente; a linhagem heterozigbtica LRV-MT® x SUSJ (RS-1) nio indicou diferengas significativas na
viabilidade de adultos em comparacio a SUS e LRV-MT Vip-R.
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m LRV-MT Vip-R mSUS ®LRV-MT% x SUSJ (RS-1) = LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)
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Figura 7. Viabilidade de ovos das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSJ' (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) de 5.
frugiperda em milho Viptera™ e milho ndo-Bt. Barras (XEP) com mesma letra ndo sdo significativamente diferentes. * Dados
excluidos da andlise estatistica devido a auséncia de variabilidade

B LRV-MT Vip-R mSUS 8 LRV-MTQ x SUSZ (RS-1) = LRV-MTJ x SUS? (RS-2)
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Figura 8. Viabilidade de pupas das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUS& (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) de 5.
frugiperda em milho Viptera™ e milho ndo-Bt. Barras (xEP) com mesma letra ndo sdo significativamente diferentes. * Dados
excluidos da analise estatistica devido a auséncia de variabilidade

B LRV-MT Vip-R BSUS B LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) © LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)

Viabilidade (%)
3
(@]

Milho Viptera™ Milho n&o-Bt

Figura 9. Viabilidade de adultos das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT?Q x SUS3' (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) de S.
frugiperda em milho Viptera™ e milho ndo-Bt. Barras (+EP) com mesma letra nio sao significativamente diferentes. * Dados
excluidos da analise estatistica devido a auséncia de variabilidade

A duracio da fase larval e do petiodo ovo-adulto na linhagem resistente foram significativamente superiores
ao ofertar tecido Viptera™ em comparagio ao tecido nio-Bt. O perfodo ovo-adulto desta linhagem apresentou

acréscimo de 5,8 dias. Ao ofertar milho nio-Bt, as linhagens heterozigéticas ndo diferiram entre si para a duragio da
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fase larval e perfodo ovo-adulto; ambas as duragbes foram inferiores em comparagio a SUS, indicando que as linhagens
heterozigbticas podem apresentar maior nimero de geracbes em um determinado periodo. A linhagem resistente

apresentou menor duragio do perfodo ovo-adulto em comparacio a linhagem suscetivel.

B LRV-MT Vip-R mSUS ®LRV-MTQ x SUSZ (RS-1) = LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)
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Figura 10. Duracio da fase larval das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUS& (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) de
S. frugiperda em milho Viptera™ e milho nao-Bt. Barras (*EP) com mesma letra nio sio significativamente diferentes. * Dados
excluidos da analise estatistica devido a auséncia de vatiabilidade

B LRV-MT Vip-R mSUS ®LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) = LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)
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Figura 11. Duragio da fase de pupa das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSZ (RS-1), LRV-MTJ x SUS? (RS-2)

de S. frugiperda em milho Viptera™ e milho nao-Bt. Barras (X EP) com mesma letra ndo sao significativamente diferentes. * Dados
excluidos da analise estatistica devido a auséncia de variabilidade
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Figura 12. Duracdo do periodo ovo-adulto das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSZ RS-1), LRV-MT{J x

SUS? (RS-2) de S. frugiperda em milho Viptera™ e milho nio-Bt. Barras (fEP) com mesma letra nio sio
significativamente diferentes. * Dados excluidos da andlise estatistica devido a auséncia de variabilidade



43

As taxas de fecundidade, periodo de oviposi¢iao e longevidade de machos nao diferiram ao serem feitas
comparagOes entre as linhagens alimentadas, quando ofertado tecido ndo-Bt. A longevidade de fémeas resistentes foi
negativamente afetada quando ofertado tecido Viptera™ em comparagio ao tecido ndo-Bt, com redugio de quatro

dias. Ao comparar a longevidade de fémeas das quatro linhagens ao serem alimentadas com tecido nao-Bt, diferencas

significativas ndo foram detectadas.

m LRV-MT Vip-R mSUS ®LRV-MT? x SUSZ (RS-1) * LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)
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Figura 13. Fecundidade didria fémea-1 das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT®? x SUSS (RS-1), LRV-MTJ x

SUS? (RS-2) de S. frugiperda em milho Viptera™ e milho nio-Bt. Barras (*EP) com mesma letra nio sio
significativamente diferentes. * Dados excluidos da andlise estatistica devido a auséncia de variabilidade
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Figura 14. Fecundidade total fémea-1 das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT® x SUSJ (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ
(RS-2) de S. frugiperda em milho Viptera™ e milho nido-Bt. Barras (XEP) com mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes. * Dados excluidos da anilise estatistica devido a auséncia de variabilidade
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Figura 15. Periodo de oviposicio das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT® x SUS& (RS-1), LRV-MTJ& x SUSQ
(RS-2) de S. frugiperda em milho Viptera™ e milho nio-Bt. Batras (£EP) com mesma letra nio sio significativamente
diferentes. * Dados excluidos da anilise estatistica devido a auséncia de variabilidade
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Figura 16. Longevidade de fémeas das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT® x SUsd (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ
(RS-2) de S. frugiperda em milho Viptera™ e milho nio-Bt. Barras (£EP) com mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes. * Dados excluidos da anilise estatistica devido a auséncia de variabilidade
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Figura 17. Longevidade de machos das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT®? x SUSE (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ
(RS-2) de S. frugiperda em milho Viptera™ e milho ndo-Bt. Barras (£EP) com mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes. * Dados excluidos da analise estatistica devido a auséncia de variabilidade
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4.3. Investigagao de custo adaptativo associado a resisténcia de S. frugiperda a Vip3Aa20

Ao comparar a sobrevivéncia larval aos 7 DAI das linhagens alimentadas com milho nio-Bt ndo foi
detectada diferenca estatistica para este parametro; aos 14 DAL, os valores médios de sobrevivéncia larval de LRV-MT
Vip-R e LRV-MTQ x SUSZ (RS-1) nio se diferenciaram significativamente em comparacio a SUS; entretanto, este
parimetro foi significativamente supetior na linhagem LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) em comparagio a SUS. A
sobrevivéncia larval aos 14 DAI nas duas linhagens heterozigéticas foi significativamente superior a linhagem resistente
(Tabela 9).

Diferenca significativa ndo foi detectada na viabilidade de ovos entre as quatro linhagens alimentadas com
milho nio-Bt. Para a viabilidade de pupas e adultos, as linhagens heterozigéticas e resistente, em comparacdo a
linhagem SUS, ndo apresentaram diferencas significativas. Observou-se valores médios significativamente inferiores
na linhagem LRV-MT Vip-R em comparagio 2 LRV-MTJ x SUSS (RS-2). A viabilidade de pupas e adultos nio se

diferenciaram significativamente ao comparar as duas linhagens heterozigéticas (Tabela 9).

Tabela 9. Sobrevivéncia larval aos 7 e 14 DAI, viabilidade de ovos, pupas e adultos das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-
MTQ X SUSS (RS-1), LRV-MTJ X SUSQ (RS-2) de S. fiugiperda em milho nio-Bt.

Sobrevivéncia (%)? Viabilidade (%)?2
Linhagem Larva
7 DA 14 DA Ovo Pupa Adulto
;RV'MT Vip- 79,245,89a | 60,1+5,00c 68,8+8,29 a 47,0+364b | 40,4+3,71b
SUS 85,1+#4,36a | 70,2+4,48bc | 68,4+10,29a | 62,5+4,26ab | 51,8+4,88 ab
LRV-MTQx
SUSZ (RS-1) 90,5+4,31a | 83,3+4,03ab 80,5+6,59 a 69,145,01 ab | 59,5+4,50 ab
LRV-MTJ'x
SUSQ (RS-2) 95,2+2,69 a 88,11+5,55 a 92,9+1,06 a 70,848,27a | 66,61+8,34a

®/alores representam média +EP.
®Meédias dentro da mesma coluna seguidas de mesma letra no sdo significativamente diferentes.

A linhagem LRV-MT Vip-R apresentou duracdo das fases de larva, pupa e periodo ovo-adulto
significativamente superior em comparacdao a SUS, indicando um possivel custo adaptativo associado a resisténcia
nestes parametros (Figura 18). Diferenca significativa nio foi detectada na duracao da fase larval e periodo ovo-adulto
ao comparar as linhagens SUS e LRV-MT? x SUSJ (RS-1); entretanto, na duragio da fase de pupa foi detectada
diferenca significativa entre essas duas linhagens, onde a duracio desta fase em SUS foi inferior a LRV-MT?Q x SUSJ
(RS-1), indicando um possfvel custo adaptativo. A duragio da fase larval de LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) foi
significativamente inferior a SUS; por outro lado, o contrario ocorreu para a duragio da fase de pupa, pois a duragio
desta fase em LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) foi superior 2 SUS. Ao comparar a duragio do periodo ovo-adulto destas
duas linhagens, nio foi detectada diferenca significativa. Comparag¢des da duragdo das fases de larva, pupa e periodo
ovo-adulto entre as duas linhagens heterozigéticas ndo mostraram diferencas significativas, indicando similaridade no
padrido de desenvolvimento das progénies heterozigéticas independente do parental transmissor do(s) alelo(s) da
resisténcia. A duragio da fase ovo-adulto da linhagem LRV-MT Vip-R foi significativamente superior em comparacio

as linhagens heterozigéticas.
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Figura 18. Duracio das fases de larva, pupa, periodo ovo-adulto das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSJ (RS-1),
LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) de S. fiugiperda em milho nio-Bt. Barras (X EP) com mesma letra nio sio significativamente diferentes.

A linhagem SUS apresentou peso de pupas significativamente superior em comparagio a linhagem LRV-
MT Vip-R e as linhagens heterozigéticas (figura 19), possivelmente ocasionado pela submissdo da linhagem SUS a

exclusiva alimentagao em dieta artificial ao longo de mais de dez anos ao ser mantida em condigoes laboratoriais.

LRV-MT VIP-R SuS LRV-MTQ x SUSJZ LRV-MTJ x SUSQ
(RS-1) (RS-2)

Figura 19. Peso de pupas das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT?Q x SUSJ (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) de S. fiugiperda
em milho nio-Bt. Barras (*EP) com mesma letra ndo sdo significativamente diferentes

Diferenca significativa ndo foi detectada no parametro fecundidade didria fémea! a0 comparar as quatro
linhagens. Para a fecundidade total fémea-l, as linhagens LRV-MT Vip-R, LRV-MT? x SUSZ (RS-1) e LRV-MTJ' x
SUSQ (RS-2) nio apresentaram diferencas significativas ao serem comparadas com SUS. Ambos tesultados sugerem
possivel auséncia de custo adaptativo associado a resisténcia em relacdo a fecundidade das linhagens carreadoras de
alelos . Apesar da auséncia de diferenca significativa na fecundidade didria fémea!, a fecundidade total fémea! de
LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) foi significativamente superior em comparagio 2 LRV-MT Vip-R, sendo ovipositado, em
valor médio, 30% mais ovos. Os valores observados do perfodo de oviposicdo e longevidade de fémeas nio explicam
a superioridade da fecundidade total fémea! de LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) em relagio a LRV-MT Vip-R, uma vez que
as comparagdes destes dois pardmetros entre todas as linhagens nio indicaram presenca de diferencas significativas. F
importante ressaltar que os resultados obtidos para fecundidade didtia e total fémea' precisam ser compreendidos
juntamente com os resultados obtidos para a viabilidade de ovos, periodo de oviposicao e longevidade de fémeas
adultas, uma vez que estes parametros sao interligados e indicadores relevantes do potencial biolégico das linhagens

estudadas.
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Figura 20. Fecundidade diria. fémea-! e fecundidade total fémea! das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUS&' (RS-

1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) de S. fingiperda em milho nio-Bt. Barras (+ EP) com mesma letra nio sdo significativamente diferentes.
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Figura 21. Periodo de oviposigio e longevidade de fémeas das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT® x SUS& (RS-1), LRV-
MTJ x SUSQ (RS-2) de S. frugiperda em milho nio-Bt. Barras (¥ EP) com mesma letra ndo sdo significativamente diferentes

4.4. Efeito de ciantraniliprole em TS na expressao do custo adaptativo de S. frugiperda
por meio da oferta de tecido foliar fresco extraido de plantas com 15 DAE em

laboratodrio- Metodologia |

A linhagem LRV-MTQ x SUSZ (RS-1) ndo apresentou diferenca significativa na sobrevivéncia larval aos 7
e 14 DAI comparando o efeito da oferta de tecido foliar oriundo de sementes tratadas e ndo tratadas com Fortenza
600FS®. Para a linhagem SUS foram detectadas diferencas significativas neste parametro para as duas datas avaliadas:
menor sobrevivéncia larval quando a linhagem foi alimentada com tecido foliar proveniente de sementes tratadas,
indicando que a concentracio do ingrediente ativo ciantraniliprole no tecido foliar de idade de 15 DAE foi suficiente
para incrementar a mortalidade larval em aproximadamente 20 % em ambas as datas de avaliacdo. Diferengas
significativas foram detectadas na sobrevivéncia larval aos 7 e 14 DAI da linhagem LRV-MT Vip-R, sendo superior
quando alimentada com tecido foliar oriundo de TS com Fortenza 600FS® em comparagio ao tecido sem tratamento,
em ambas as datas. Este resultado esta em diregio oposta aos possiveis resultados esperados, uma vez que a
concentracio de ciantraniliprole em plantas de milho aos 15 DAE possivelmente ¢é suficiente para ocasionar baixa

mortalidade larval, como ocorreu na linhagem SUS, ou nio causar mortalidade, como ocorreu em LRV-MT? x SUSsd
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(RS-1), mas ndo pode ser explicado o fato de promover incrementos na sobrevivéncia como ocorreu em LRV-MT
Vip-R.

A comparacio da sobrevivéncia larval aos 7 DAI das linhagens LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) e SUS
alimentadas com tecido tratado e tecido no tratado ndo mostrou diferenca significativa. Isso nio foi observado para
a sobrevivéncia aos 14 DAI, pois ao se alimentarem de tecido ndo tratado, a linhagem SUS apresentou sobrevivéncia
significativamente superior a LRV-MTQ x SUSS' (RS-1) (em média, 14 % superior), e quando alimentadas com tecido
oriundo de sementes tratadas ndo foi detectada diferencga significativa. Este resultado sugere a possibilidade de que
Fortenza 600FS® tenha promovido uma mudanga na relacio entre estas linhagens para este parimetro nas condi¢des
do estudo. A explicagdo para tal mudanga pode basear-se naideia de que larvas SUS sejam mais sensiveis a concentragao
de ciantraniliprole em plantas aos 15 DAE em comparagdo a larvas heterozigbticas LRV-MTQ x SUSJ (RS-1), ao
serem alimentadas por 14 dias. Estas indica¢oes sio desfavoraveis do ponto de vista do MRL

Ao comparar a sobrevivéncia larval aos 7 e 14 DAI de SUS e LRV-MT Vip-R, observou-se uma inversio
significativa na relacdo das linhagens de acordo com o tipo de tecido ofertado: ao serem alimentadas com tecido ndo
tratado, a sobrevivéncia larval da linhagem suscetivel foi superior a linhagem resistente, ocorrendo o contrario quando
as larvas foram alimentadas com tecido tratado. O decréscimo na sobrevivéncia de SUS e o acréscimo em LRV-MT
Vip-R, observados no tratamento com Fortenza 600FS® em compatacio ao tratamento sem TS, promoveu esta

mudanca na relacio entre as duas linhagens.

mLRV-MT Vip-R ®SUS ®LRV-MT? x SUSJ (RS-1)
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Figura 22. Sobrevivéncia (%) larval aos 7 DAI das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSE (RS-1) de S. frugiperda
alimentadas com tecido foliar extraido de milho ndo-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes ndo
tratadas. Barras (£EP) nio diferem significativamente
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Figura 23. Sobrevivéncia (%) larval aos 14 DAI das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT® x SUSS (RS-1) de S. frugiperda
alimentadas com tecido foliar extraido de milho ndo-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza G00FS® e sementes nio
tratadas. Barras (£EP) nio diferem significativamente
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Ao analisar cada linhagem separadamente, alimentada com tecido tratado e com tecido sem tratamento, ndo
foi detectada diferenca significativa na viabilidade de ovos de nenhuma das trés linhagens estudadas (figura 24). A
viabilidade de ovos das linhagens LRV-MT Vip-R e LRV-MT?Q x SUSJ (RS-1) ndo apresentaram diferengas
significativas ao serem comparadas a linhagem SUS em ambos tipos de tecido foliar ofertado, indicando possivel
auséncia de efeito de Fortenza 600FS® na expressio de custo adaptativo para tal pardmetro. Ao comparar a viabilidade
de ovos das linhagens LRV-MT Vip-R e LRV-MT? x SUSJ (RS-1) foram detectadas diferencas significativas em
ambos tipos de tecido foliar ofertado: os valores médios da linhagem heterozigética foram aproximadamente 34 %
superior em relagio a linhagem homozigética resistente em ambas situagdes, indicando auséncia de efeito do inseticida
na relagdo de proporcionalidade do pardmetro entre as duas linhagens carreadores de alelos 7.

Assim como observado na sobrevivéncia larval, a viabilidade de pupas e adultos da linhagem LRV-MT Vip-
R apresentram incrementos ao ofertar tecido tratado com Fortenza 600FS® em comparac¢io ao tecido sem tratamento.
Uma vez que sobreviveu maior nimero de larvas no tratamento com tecido tratado, manteve-se a tendéncia por todo
o ciclo de desenvolvimento dos individuos. Para SUS e LRV-MTQ x SUSJ (RS-1), analisadas separadamente com
oferta de tecido tratado e com oferta de tecido sem tratamento, ndo foi detectada diferenca significativa para viabilidade
de pupas e adultos. Apesar da reducio significativa na sobrevivéncia larval aos 14 DAI em SUS ao ofertar tecido
tratado, ao final do ciclo de desenvolvimento a viabilidade dos individuos SUS nio mostrou diferenca significativa ao
comparar a oferta de tecido com Fortenza 600FS® e sem TS. Ao comparar a viabilidade de pupas e adultos entre SUS
e LRV-MTQ x SUSE (RS-1) nio foram detectadas diferengas significativas, independentemente do tipo tecido foliar
ofertado. A indica¢io de que Fortenza 600FS® podetia afetar negativamente, do ponto de vista do MRI, a relacio de
producio de individuos suscetiveis e heterozigdticos, como observado em sobrevivéncia larval, ndo foi corroborada
pelos resultados obtidos para viabilidade de pupas e adultos.

No estudo de investigagdo de custo adaptativo descrito no presente trabalho, a0 comparar a viabilidade de
pupas e adultos das linhagens SUS e LRV-MT Vip-R, ofertando tecido de milho nio-Bt sem TS as larvas, ndo foram
detectadas diferengas significativas. Ja neste estudo de efeito de ciantraniliprole na expressio do custo adaptativo, assim
como observado para sobrevivéncia larval, a viabilidade de pupas e adultos foram significativamente superiores na
linhagem SUS em comparacio a LRV-MT Vip-R, sugerindo possivel ocorréncia de custo adaptativo nestes parametros

de LRV-MT Vip-R, nas condi¢bes do estudo.
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Figura 24. Viabilidade (%) de ovos das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJ' (RS-1) de S. fiugsperda alimentadas
com tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes nio tratadas. Barras
(*EP) com mesma nio diferem significativamente
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Figura 25. Viabilidade (%) de pupas das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSS' (RS-1) de S. fingiperda alimentadas
com tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes nio tratadas. Barras
(xEP) com mesma letra ndo diferem significativamente
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Figura 26. Viabilidade (%) de adultos das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) de S. fiugiperda alimentadas
com tecido foliar extraido de milho ndo-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 6G00FS® e sementes ndo tratadas. Barras
(xEP) com mesma letra ndo diferem significativamente

Ao analisar cada linhagem separadamente, comparando a oferta de tecido foliar com Fortenza 600FS® e
tecido foliar sem tratamento, diferencas significativas foram detectadas na duracio da fase larval e periodo ovo-adulto
de LRV-MT Vip-R e de SUS. Em LRV-MT Vip-R, ambos foram mais longos quando larvas foram alimentadas com
tecido foliar tratado em comparagdo ao tecido sem tratamento; a linhagem SUS mostrou comportamento contrario,
pois ambas as fases foram mais curtas quando ofertado tecido tratado. Em relagio a LRV-MTQ x SUSE (RS-1), ndo
foram detectadas diferengas significativas na duragdo de todas as fases analisadas (figuras 27, 28 e 29), indicando
novamente a estabilidade no padrio de desenvolvimento desta linhagem independentemente do tipo de tecido
ofertado, ou seja, ha indicios, nas condi¢des do estudo, de que a oferta a larvas de tecido foliar de milho com 15 DAE,
oriundo de sementes tratadas com Fortenza 600FS®, nio afeta os parimetros biolgicos estudados de LRV-MTS x
SUSJ' (RS-1), comparando a alimentagdo de tecido foliar de milho sem TS.

Comparando as linhagens LRV-MT Vip-R e SUS para os parametros de duragdo das fases de larva, pupa
e periodo ovo-adulto, ao se alimentarem de tecido foliar sem tratamento, nao foram detectadas diferengas significativas;
entretanto, quando alimentadas com tecido foliar tratado, foram detectadas diferencas significativas na duracio da fase
larval e periodo ovo-adulto, as quais foram mais longas em LRV-MT Vip-R em comparacio a SUS. Este resultado
sugere que a oferta de tecido com Fortenza 600FS®, nos métodos do estudo, pode afetar a relagdo entre as linhagens

para a duracio da fase larval e periodo ovo-adulto, comparando a oferta de tecido sem TS, indicando que a
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concentracio de ciantraniliprole em plantas de milho com 15 DAE pode afetar favoravelmente, sob o prisma do MRI,
a expressio do custo adaptativo de LRV-MT Vip-R.

Para a duragio da fase de pupa, nio foi detectada diferenga significativa ao comparar uma mesma linhagem
alimentada com tecido foliar tratado e tecido foliar sem tratamento, sendo observado nas trés linhagens estudadas.
Comparando LRV-MT Vip-R e LRV-MT?Q x SUSJ (RS-1) a linhagem SUS, nio foram observadas alteragdes na

relagdo de cada dupla de linhagem comparada quando alimentadas com tecido tratado e com tecido nio tratado.
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Figura 27. Duragio da fase larval das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSZ' (RS-1) de S. fiugiperda alimentadas com
tecido foliar extraido de milho ndo-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes nio tratadas. Barras
(*EP) com mesma letra nio diferem significativamente

® LRV-MT Vip-R m SUS B LRV-MTQ x SUSJ (RS-1)
a
12 bc c b bc

Tempo (dias)
OFRPNWAUIOON00WO

Fortenza 600FS® Sem tratamento

Figura 28. Duragio da fase de pupa das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSJ' (RS-1) de S. fiugiperda alimentadas
com tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes nio tratadas. Barras
(£EP) com mesma letra nio diferem significativamente
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Figura 29. Duracio do periodo ovo-adulto das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSS (RS-1) de S. frugiperda
alimentadas com tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza G00FS® e sementes nio
tratadas. Barras (£EP) com mesma letra nio diferem significativamente

Analisando a fecundidade diaria fémea! de cada uma das linhagens, comparando a oferta de tecido tratado
e tecido sem tratamento, foram observados os seguintes pontos: nas linhagens LRV-MT Vip-R e SUS, este parametro
foi significativamente supetior ao ofertar tecido foliar com Fortenza 600FS® em comparagio a oferta de tecido sem
tratamento (média de 40 % mais ovos para ambas as linhagens); entretanto, a fecundidade diaria fémea! de LRV-MT?Q
x SUSJ' (RS-1) nio apresentou diferenca significativa comparando a oferta dos dois tipos de tecido foliar. Sugere-se
que a ingestdo, pelas larvas, de tecido foliar proveniente de sementes tratadas, promove um estimulo as fémeas LRV-
MT Vip-R e SUS a ovipositarem maior numero de ovos diariamente, o que poderia ser uma estratégia de preservagio
da espécie mediante uma ameaca. As mesmas compara¢oes foram analisadas para o pardmetro fecundidade total
fémea. Neste caso somente em LRV-MT Vip-R observou-se diferenca significativa ao comparar a oferta dos dois
tipos de tecido, sendo que ao ofertat tecido tratado a fecundidade total fémea-! foi supetior.

A comparagio entre as linhagens LRV-MT Vip-R e SUS para fecundidade didria fémea! apontou diferengas
significativas nas duas situa¢es- alimentadas com tecido tratado e alimentadas com tecido sem tratamento- e em ambas
as fémeas SUS ovipositaram em média 35 % mais ovos em comparag¢io a fémeas LRV-MT Vip-R. A manutengio da
diferenca percentual do nimero de ovos ao ofertar tecido foliar com Fortenza 600FS® em comparacgio a oferta de
tecido sem tratamento, indica possivel auséncia de efeito do inseticida, nas devidas circunstancias, na expressio do
custo adaptativo de LRV-MT Vip-R para o pardmetro em questdo. A comparacio entre as duas linhagens para
fecundidade total fémea! nio indicou diferenca significativa ao ofertar tecido sem tratamento e ao ofertar tecido
tratado.

Ao comparar a fecundidade didria fémea! das linhagens SUS e LRV-MTQ x SUSS (RS-1) alimentadas com
as duas diferentes fontes de tecido foliar, ndo foi detectada diferenca significativa, porém numericamente ocorreu uma
inversio: SUS alimentada com tecido sem tratamento ovipositou em média 26 % mais ovos que LRV-MTQ x SUSZ
(RS-1) alimentada com mesmo tecido; a0 serem alimentadas com tecido tratado com Fortenza 600FS®, LRV-MTS x
SUSJ' (RS-1) ovipositou em média 28 % mais ovos que SUS. A andlise da fecundidade total fémea! comparando estas
linhagens nao indicou o mesmo resultado citado acima. Em ambos os tipos de oferta de tecido foliar, a linhagem LRV-
MT®Q x SUSJ' (RS-1) ovipositou significativamente mais ovos em comparacio a SUS (em média, 33 % mais ovos ao
ofertar tecido sem tratamento e 25 % mais ovos ao ofertar tecido tratado). A reducio média de 8 % na diferenca de
numero de ovos das linhagens ao ofertar tecido tratado em relacdo ao tecido sem tratamento, pressupde uma possivel
tendéncia de Fortenza 600FS® promover alteracio na relacio entre SUS e LRV-MTS x SUSE (RS-1) no parimetro

fecundidade total fémea! em comparagio a uma alimentagao sem ingestio do inseticida. A base para tal alteragdo pode
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estar ligada a mudangas na relacdo entre estas linhagens no periodo de oviposi¢ao e na longevidade de fémeas ao ser
ofertado tecido tratado em comparagio ao tecido sem tratamento.

Diferencas significativas ndo foram detectadas no periodo de oviposi¢ao quando uma mesma linhagem foi
alimentada com tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e
sementes ndo tratadas. O periodo de oviposi¢io de fémeas SUS nio se diferenciou significativamente de LRV-MT
Vip-R e LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) quando estas linhagens foram comparadas se alimentando de tecido foliar sem
tratamento; entretanto, ao serem feitas as mesmas comparagdes no regime de alimentagio com tecido tratado,
observou-se um decréscimo estatisticamente significativo no periodo de oviposi¢io de fémeas SUS em comparagio a
féemeas LRV-MT Vip-R e LRV-MT® x SUSJ' (RS-1). E plausivel conjeturar um possivel efeito negativo do inseticida
na relagio das linhagens SUS e LRV-MT Vip-R e SUS e LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) em relagio ao perfodo de
oviposi¢ao.

Comparando a longevidade de fémeas de uma mesma linhagem em dois tipos de oferta de tecido, apenas a
comparacio feita na linhagem SUS mostrou diferenca significativa: ao ofertar tecido foliar tratado com Fortenza
600FS®, a longevidade de SUS apresentou dectéscimo médio de dois dias em comparagio ao tecido nio tratado.

A linhagem LRV-MT Vip-R apresentou longevidade de fémeas adultas significativamente superior em
comparacio a SUS, em ambos tipos de tecido foliar ofertado. Ao ser mantido o padrao de relagdo entre as linhagens,
ha indicios de auséncia do efeito de Fortenza no valor adaptativo de LRV-MT Vip-R em comparagio a SUS para
longevidade de fémeas. Numericamente, fémeas adultas LRV-MT Vip-R viveram em média 2,2 dias a mais que SUS
com tecido foliar sem tratamento e em média 3,2 dias a mais com tecido foliar tratado, ou seja, a oferta de folhas
tratadas incrementou, numericamente, um dia em média na diferenca de longevidade das duas linhagens. Mesmo que
no presente estudo este incremento na diferenca do perfodo de oviposi¢io ao ofertar tecido tratado nao tenha indicado
afetar a relacio entre SUS e LRV-MT Vip-R para a fecundidade diaria e total fémea-1, é preciso entender com mais
propriedade se existe o potencial de Fortenza 600FS® em resultar, de alguma forma, em maior nimero de individuos
resistentes em relacio aos individuos suscetiveis.

A longevidade das fémeas LRV-MTQ x SUSE (RS-1) nio diferiu significativamente de SUS quando as
linhagens foram alimentadas com tecido sem tratamento; entretanto, quando alimentadas com tecido tratado, detectou-
se diferenca significativa, sendo que fémeas adultas heterozigéticas viveram em média 1,9 dia a mais que as suscetiveis.
A indicac¢do da capacidade de Fortenza 600FS®, nas condigdes do estudo, em promover alteragdo significativa na
relagio entre LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) e SUS para a longevidade de fémeas, permite explorar a possibilidade de
alteragdo no valor adaptativo da linhagem heterozigética, sempre em relagdo a linhagem suscetivel, e mesmo abordar
a possibilidade de efeito do inseticida na expressido do custo adaptativo. Mesmo que nio tenha sido observado efeito
de Fortenza 600FS® na relacio das linhagens para a fecundidade total fémea’, o que ao final é um pardmetro de
grande impacto no potencial biolégico da praga, a mudanca nesta relagdo observada para a longevidade de fémeas
precisa ser levada em consideracio, ja que o resultado obtido vai em direcdo contraria a premissa do MRI em minimizar
a dispersdo de alelos 7.

A comparagio feita entre as linhagens LRV-MT Vip-R e LRV-MT? x SUSJ' (RS-1) para a longevidade das
fémeas indicou auséncia de diferenca significativa, tanto ao ofertar tecido sem tratamento quanto ao ofertar tecido
tratado.

E importante destacar a discrepancia de resultados deste estudo em relacio ao estudo de investigacio de
custo adaptativo para alguns parametros de fertilidade, ao comparar as linhagens quando alimentadas com tecido foliar

de milho ndo-Bt sem TS. No estudo de custo adaptativo, a fecundidade didria fémea! e a longevidade de fémeas SUS
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e LRV-MT Vip-R nio diferiram ao comparar as linhagens, sugerindo auséncia de custo adaptativo para estes
pardmetros; entretanto, neste presente estudo foi observado um comportamento distinto destes tratamentos, uma vez
que a fecundidade diaria fémea! de SUS foi superior em comparagdo a LRV-MT Vip-R, sugerindo possivel custo
adaptativo, ¢ a longevidade de fémeas SUS apresentou valor médio infetior em comparagio a LRV-MT Vip-R,

indicando auséncia de custo adaptativo na linhagem heterozigética.
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Figura 30. Fecundidade didria fémea! das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT® x SUSJ (RS-1) de S. fingiperda alimentadas
com tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes nio tratadas. Barras
(£EP) com mesma letra nio diferem significativamente
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Figura 31. Fecundidade total fémea-! das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSS (RS-1) de S. frugiperda alimentadas
com tecido foliar extraido de milho ndo-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes nio tratadas. Barras
(XEP) com mesma letra nio diferem significativamente
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Figura 32. Perfodo de oviposicio das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSS' (RS-1) de S. fiugiperda alimentadas com
tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes nio tratadas. Barras
(XEP) com mesma letra b¢ao diferem significativamente
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Figura 33. Longevidade de fémeas das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT?Q x SUSZ (RS-1) de S. fiugiperda alimentadas com
tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® ¢ sementes nio tratadas. Bartas
(XEP) com mesma letra ndo diferem significativamente

4.5. Efeito de ciantraniliprole em TS na expressao do custo adaptativo de S. frugiperda
por meio da infestacdo de plantas com idade de 15 DAE em casa de vegetagdo-

Metodologia Il

As linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJ (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) de S. frugiperda
apresentaram sobrevivéncia larval inferior a 5%, seis dias apds serem infestadas em plantas de milho ndo-Bt com idade
de 15 DAE proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS®. A linhagem resistente e linhagens heterozigoticas,
ao serem infestadas em plantas de milho nao-Bt sem tratamento de sementes, apresentaram sobrevivéncia larval entre
80 e 90%. Ja a linhagem suscetivel apresentou menor valor (53%), uma vez que a condi¢do a qual foi exposta (dicta
natural em casa de vegetacdo) difere sobremaneira da condi¢do em que vem sendo mantida por mais de dez anos (dieta

artificial em laboratério).
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Figura 34. Sobrevivéncia (%) larval aos 6 DAI das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT® x SUSJE (RS-1), LRV-
MTJ x SUSQ (RS-2) de S. fiugiperda em milho nio-Bt com idade de 15 DAE proveniente de sementes tratadas com
Fortenza 600FS® e sementes nio tratadas

4.6. Efeito de ciantraniliprole em TS na expressdo do custo adaptativo de S. frugiperda
por meio da oferta de tecido foliar fresco extraido de plantas com 21 DAE em

laboratoério- Metodologia Ill

Ao comparar a oferta de dois tipos de tecido foliar a cada uma das linhagens, observou-se que a
sobrevivéncia larval aos 7 ¢ 14 DAI néo diferiu significativamente na linhagem LRV-MT Vip-R, sugerindo que a oferta
de tecido com Fortenza 600FS® nio impactou significativamente a sobrevivéncia larval nas referidas avaliages
(figuras 35 e 36). A sobrevivéncia da linhagem LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) foi significativamente superior aos 7 DAI
quando ofertado tecido sem tratamento em comparagio a oferta de tecido tratado (em média, 19%); entretanto nao
foi detectada diferenca significativa aos 14 DAI. Nas linhagens SUS e LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) foram detectadas
diferencas significativas na sobrevivéncia larval aos 7 e 14 DAI, comparando a alimenta¢io com tecido tratado e nido
tratado: no tecido tratado, SUS apresentou decréscimo de 44% (7 DAI) e 59% (14 DAI); LRV-MTQ x SUSJ (RS-1)
apresentou decréscimo de 66% (7 DAI) e 70% (14 DAI).

O resultado das comparagdes de sobrevivéncia larval da linhagem LRV-MTSQ x SUSZ (RS-1) neste estudo
difere do resultado obtido no estudo realizado por meio da Metodologia I (item 4.4), na qual mesmo ofertando tecido
foliar extraido de plantas aos 15 DAE, supostamente com maior concentra¢do do ingrediente ativo em comparagao a
21 DAE, nio foi detectada diferenca significativa em ambas as avaliagSes de sobrevivéncia larval ao comparar a oferta
de tecido tratado e tecido ndo tratado. A explica¢do pode estar na diferenga de concentracio do ingrediente ativo
ciantraniliprole no tecido ofertado. No estudo utilizando-se a Metodologia I, o tecido foliar ofertado foi extraido do
cartucho e folhas +2 e +3; no estudo utilizando-se a Metodologia 111, ofertou-se tecido extraido do cartucho e da folha
adjacente ainda ndo expandida. Como destacado anteriormente, tecidos mais jovens possivelmente apresentam maior
concentragio de ingrediente ativo.

A analise da comparacio da sobrevivéncia larval aos 7 DAI das linhagens SUS ¢ LRV-MT Vip-R indicou
auséncia de diferengas significativas nas situagSes de oferta de tecido sem tratamento e oferta de tecido tratado; aos 14
DAI, nio foi detectada diferenca significativa entre as linhagens ofertando tecido sem tratamento, porém, ao ofertar
tecido tratado, a sobrevivéncia larval de SUS foi significativamente inferior, na ordem de 40% em média, em

comparagio a LRV-MT Vip-R.



57

A sobrevivéncia larval aos 7 DAIT diferiu significativamente ao comparar as linhagens SUS e LRV-MTJ x
SUS? (RS-2), tanto ao ofertar tecido sem tratamento quanto ao ofertar tecido tratado. Observou-se, nestas
comparagoes, um aumento na amplitude da diferenca de sobrevivéncia larval ao ofertar tecido tratado (SUS: em média,
15% inferior) em comparacio a oferta de tecido sem tratamento (SUS: em média, 41% inferior), o que sugere uma
tendéncia de Fortenza 600FS® em alterar a relagio das linhagens SUS e LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) para o pardmetro
de sobrevivéncia larval. Aos 14 DAI, ofertando tecido foliar sem tratamento, nio se detectou diferenca significativa na
sobrevivéncia larval ao comparar tais linhagens; entretanto, ao ofertar tecido tratado, a sobrevivéncia larval de SUS foi
significativamente inferior em comparagio 2 LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) (em média, 57,5%).

O resultado das analises feitas para as comparagdo da sobrevivéncia larval de SUS e LRV-MT Vip-R e de
SUS e LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) sugerem um possivel efeito negativo da adocio de Fortenza 600FS® com o objetivo
proposto, ao levar em conta a necessidade do MRI em potencializar o valor adaptativo de individuos suscetiveis em
detrimento do valor adaptativo dos carreadores de alelos 7.

A comparagio da sobrevivéncia larval a0s 7 ¢ 14 DAI das linhagens SUS e LRV-MT® x SUSZ (RS-1), a0
ofertar tecido sem tratamento e tecido tratado ndo indicou diferencas significativas, sugerindo que, para a relacdo da

sobrevivéncia larval destas duas linhagens, Fortenza 600FS® possivelmente nio afeta a expressio do custo adaptativo.

B LRV-MT Vip-R ®SUS ®LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) " LRV-MTJ x SUS? (RS-2)

Sobrevivéncia (%)
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Fortenza 600FS® Sem tratamento

Figura 35. Sobrevivéncia (%) larval aos 7 DAI das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJ (RS-1), LRV-MTJ x
SUSQ (RS-2) de S. frugiperda em milho nio-Bt com idade de 21 DAE proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e
sementes nao tratadas. (*EP) com mesma letra ndo sio significativamente diferentes
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Figura 36. Sobrevivéncia (%) larval aos 14 DAI das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJ (RS-1), LRV-MTJ' x
SUS® (RS-2) de S. fiugiperda em milho nio-Bt com idade de 21 DAE proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e
sementes ndo tratadas. Barras (*EP) com mesma letra ndo sio significativamente diferentes
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A analise da viabilidade de ovos de cada uma das quatro linhagens estudadas, comparando a oferta de tecido
foliar sem tratamento e de tecido foliar tratado, ndo indicou diferencas significativas. No estudo do efeito de Fortenza
no custo adaptativo- Metodologia I- o mesmo comportamento foi identificado para as linhagens estudadas [LRV-MT
Vip-R, SUS, LRV-MT® % SUS (RS-1)] ao comparar os tipos de tecido foliar ofertado. As comparagdes da viabilidade
de ovos das linhagens resistente e heterozigéticas a linhagem suscetivel ao ofertar tecido sem tratamento e tecido
tratado indicou alguma discrepancia somente ao comparar LRV-MTJ' x SUSQ (RS-2) e SUS. A viabilidade de ovos
destas duas linhagens nao diferiu significativamente ao ofertar tecido sem tratamento; entretanto, ao ofertar tecido
tratado, a viabilidade de ovos de SUS foi significativamente inferior, sendo em média 38% menor que LRV-MTJ x
SUS® (RS-2).

Ao comparar a viabilidade de pupas de cada uma das linhagens, alimentadas com tecido foliar sem
tratamento e com tecido foliar tratado, foram detectadas diferencas significativas nas linhagens suscetivel e
heterozigoticas; em todas as trés linhagens, ao ofertar tecido tratado, a viabilidade de pupas sofreu decréscimo. O valor
do decréscimo foi, em média, 65% em SUS, 75% em LRV-MTQ x SUSJ (RS-1), 30% em LRV-MTJ x SUSQ (RS-
2). Para a linhagem LRV-MT Vip-R nio foi detectada diferenca significativa neste parametro.

As compara¢des da viabilidade de pupas das linhagens SUS e LRV-MT Vip-R e SUS e LRV-MT® x SUSJ
(RS-1), ao ofertar tecido sem tratamento e ofertar tecido tratado, nao indicaram diferencas significativas, sugerindo
que, para a relagio de sobrevivéncia de pupas de SUS e LRV-MT Vip-R e SUS e LRV-MT? x SUSZ (RS-1), Fortenza
600FS® possivelmente nio afeta a expressio do custo adaptativo. Ao ofertar tecido sem tratamento, a compatracio da
viabilidade de pupas de SUS e LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) nio indicou diferenga significativa; ao ofertar tecido tratado
com a viabilidade de pupas LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) foi significativamente superior, na ordem de 61% em média,
comparada a SUS, sugerindo expressivo efeito de Fortenza 600FS® na relagio das linhagens SUS e LRV-MTJ' x
SUS? (RS-2) para viabilidade de pupas, favoravel ao valor adaptativo da linhagem heterozigética.

A viabilidade de adultos da linhagem LRV-MT Vip-R nio apresentou diferenga significativa ao comparar a
oferta de tecido sem tratamento e oferta de tecido tratado, corroborando com o resultado de auséncia de efeito negativo
de Fortenza 600FS® na viabilidade de adultos desta linhagem, obtido no estudo de Fortenza 600FS® no custo
adaptativo- Metodologia 1. Em relagio as linhagens SUS, LRV-MT?Q x SUSZ (RS-1) e LRV-MTJ x SUSQ (RS-2),
analisadas separadamente, a viabilidade de adultos das trés linhagens foi significativamente inferior ao ofertar tecido
tratado em comparacio ao tecido sem tratamento. A redu¢io numérica foi, em média, 69% em SUS, 79% em LRV-
MT®Q x SUSJ (RS-1), 34% em LRV-MTJ x SUSQ (RS-2).

Ao comparar a viabilidade de adultos das linhagens SUS e LRV-MT Vip-R e SUS ¢ LRV-MT® x SUSJ
(RS-1), por meio da oferta de tecido sem tratamento e oferta de tecido tratado, ndo foram detectadas diferencas
significativas, ou seja, ha indicios de que Fortenza 600FS® nio possui efeito na relagio de SUS e LRV-MT Vip-R e
SUS e LRV-MTQ x SUSS' (RS-1) para a viabilidade de adultos. O resultado da comparagio entre as linhagens SUS e
LRV-MT® x SUSJ (RS-1) indica o mesmo comportamento da relagio entre estas linhagens, observado no estudo por
meio da Metodologia I, mesmo que a idade das plantas das quais extraiu-se os tecidos ofertados tenha sido diferente
nas duas metodologias. Isso ndo foi observado para a relacdo entre SUS e LRV-MT Vip-R nos dois estudos, pois, ao
ofertar tecido foliar tratado extraido de plantas aos 15 DAE, foi observada uma alteragdo na relagdao entre estas
linhagens.

A relacdo entre as linhagens SUS e LRV-MTJ' x SUSQ (RS-2) para o pardmetro viabilidade de adultos foi
afetada ao ofertar tecido tratado, ao comparar com a relagdio na oferta de tecido sem tratamento. Em ambas as

situacdes, a viabilidade de adultos SUS foi significativamente inferior 2 LRV-MTJ x SUSQ (RS-2); entretanto, a
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amplitude da diferenga de viabilidade de adultos entre as duas linhagens foi maximizada ao ofertar tecido tratado (a

diferenca na oferta de tecido sem tratamento foi, em média, 26% e na oferta de tecido tratado foi, em média, 65%).

mLRV-MT Vip-R ®SUS ®LRV-MTQ x SUSE (RS-1) = LRV-MTZ x SUS? (RS-2)
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Figura 37. Viabilidade (%) de ovos das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSS (RS-1), LRV-MTJ& x SUS® (RS-2)
de S. frugiperda em milho nio-Bt com idade de 21 DAE proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes ndo
tratadas. Barras (X EP) com mesma letra nio sio significativamente diferentes
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Figura 38. Viabilidade (%) de pupas das linhagens de LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJ (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-
2) S. frugiperda em milho nio-Bt com idade de 21 DAE proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes nao
tratadas. Barras (EP) com mesma letra nio sdo significativamente diferentes

mLRV-MT Vip-R ®SUS ®LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) = LRV-MTE x SUS? (RS-2)
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Figura 39. Viabilidade (%) de adultos das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUS& (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)
de S. frugiperda em milho nio-Bt com idade de 21 DAE proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes ndo
tratadas. Barras (XEP) com mesma letra ndo sdo significativamente diferentes
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As comparag¢Ses de duragdo da fase larval (figura 40) e duracido do periodo ovo-adulto (figura 42), feitas
entre a oferta de tecido sem tratamento e tecido tratado para cada linhagem, somente detectou auséncia de diferenga
significativa na linhagem SUS. A duracio da fase larval e periodo ovo-adulto foi supetior nas linhagens LRV-MT Vip-
R, LRV-MT® x SUSZ (RS-1) e LRV-MTJ&' x SUSQ (RS-2) a0 serem alimentadas com tecido foliar tratado em
comparagio ao tecido foliar sem tratamento, indicando possivel efeito negativo de Fortenza 600FS®, nas condi¢oes
do estudo, na velocidade de desenvolvimento destas linhagens. Ao comparar a duragio da fase larval e ovo-adulto
entre LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) e SUS nio foi detectada diferenca significativa ao ofertar tecido sem tratamento e
quando ofertado tecido tratado. J4 nas comparagdes realizadas entre LRV-MT Vip-R e SUS e entre LRV-MTJ x SUSQ
(RS-2) e SUS, ao ofertar tecido sem tratamento nio foi detectado diferenca significativa em ambas as comparagoes;
entretanto, quando ofertado tecido tratado, foram detectadas diferencgas significativas para ambas as comparagbes, nas
quais a linhagem SUS apresentou duracoes de fase larval e periodo ovo-adulto mais longas em comparacio as linhagens
resistente e heterozigbtica.

A duracao da fase de pupa de cada uma das linhagens estudadas nido indicou diferenca significativa ao
comparar a oferta de tecido sem tratamento e tecido tratado. As comparacdes feitas para as linhagens resistente e
heterozigéticas em relagdo a linhagem suscetivel, ofertando tecido sem tratamento e tecido tratado, ndo apresentou
diferencas significativas em nenhuma das situag¢Ges, sugerindo que Fortenza G00FS® nio afetou a relagdo das linhagens

carreadoras de alelos 7 e a linhagem suscetfvel, em relacdo a oferta de tecido sem tratamento (figura 41).
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Figura 40. Duracio da fase larval das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUSJ (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) de
S. frugiperda em milho nio-Bt com idade de 21 DAE proveniente de sementes tratadas com Fortenza G00FS® e sementes ndo
tratadas. Barras (£EP) com mesma letra nio sio significativamente diferentes
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mLRV-MT Vip-R ®SUS ®LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) = LRV-MTZ x SUS? (RS-2)
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Figura 41. Duragio da fase de pupa das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJ (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)
de S. frugiperda em milho nio-Bt com idade de 21 DAE proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes nio
tratadas. Barras (£EP) com mesma letra nio sdo significativamente diferentes
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Figura 42. Duracio do petiodo ovo- adulto das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJ (RS-1), LRV-MTJ x SUS?Q
(RS-2) de S. frugiperda em milho nao-Bt com idade de 21 DAE proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e sementes
ndo tratadas. Barras (£EP) com mesma letra ndo sio significativamente diferentes

A fecundidade didria fémea! e a fecundidade total fémea! de cada uma das linhagens estudadas nio indicou
diferenca significativa ao comparar a oferta de tecido sem tratamento e tecido tratado. Levando em consideracdo as
trés linhagens estudadas no estudo de Fortenza G00FS® realizado através da Metodologia I, somente os tesultados
para a linhagem LRV-MT® x SUSJ (RS-1) indicam a mesma diregio do presente estudo. No estudo inicial, a
fecundidade didria fémea foi superior quando as linhagens SUS ¢ LRV-MT Vip-R receberam tecido tratado, e a
fecundidade total fémea! foi supetior quando LRV-MT Vip-R recebeu tecido tratado, ao comparar a oferta de tecido
sem tratamento em ambos os casos. Ha indicios de que, neste presente estudo (Metodologia III), ndo ocorreu o
estimulo as fémeas a ovipositarem maior nimero de ovos por parte de Fortenza 600FS®. A diferenca de idade das
plantas das quais o tecido foliar foi extraido, consequentemente a diferenga de concentragio de ciantraniliprole, pode
auxiliar no esclarecimento da divergéncia dos resultados.

As comparacoes de fecundidade didria fémea! e a fecundidade total fémea™! feitas para as linhagens LRV-
MT Vip-R, LRV-MT? x SUSJ (RS-1) e LRV-MTJ x SUS?Q (RS-2) em relagio a linhagem SUS, ndo apresentaram
diferencas significativas ao ofertar tecido sem tratamento e ao ofertar tecido tratado (figuras 43 e 44). A auséncia de
alteracoes nas relagoes entre as linhagens ao comparar a oferta de tecido tratado com Fortenza 600FS® e a oferta de
tecido sem tratamento para a fecundidade diaria e total fémea-1, observada neste estudo, é suportada pelos resultados

observados no estudo da Metodologia 1.
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mLRV-MT Vip-R ®SUS ®LRV-MTQ x SUS3 (RS-1) = LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)
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Figura 43. Fecundidade diaria fémea! das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJZ (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-
2) de . frugiperda alimentadas com tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS®
e sementes ndo tratada. Barras (£EP) com mesma letra nio sdo significativamente diferentes

BLRV-MT Vip-R ®SUS ®LRV-MT? x SUSE (RS-1) = LRV-MTJ x SUS? (RS-2)

1000 -
& 800 -
= ab
S 600 -
8 ] &
S 400
o
s, 200 -

0 i

Fortenza 600FS® Sem tratamento

Figura 44. Fecundidade total fémea das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJ' (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)
de 8. frugiperda alimentadas com tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza G00FS® e
sementes nio tratadas. Barras (X EP) com mesma letra ndo sdo significativamente diferentes

Ao comparar o periodo de oviposicdo das linhagens estudadas, entre a oferta de tecido foliar sem tratamento
e de tecido foliar tratado, ndo foram identificadas diferencas significativas. O mesmo ocorreu no estudo do efeito de
Fortenza 600FS® no custo adaptativo- Metodologia I- para as linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJ
(RS-1). Ao comparar LRV-MT Vip-R, LRV-MT?Q x SUSZ" (RS-1) e LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) a linhagem SUS,
ofertando tecido sem tratamento, diferengas significativas nao foram detectadas. Para a oferta de tecido tratado,
somente a comparagio entre SUS e LRV-MT Vip-R mostrou diferenga significativa, onde o periodo de oviposicao da

linhagem SUS foi inferior a linhagem LRV-MT Vip-R.
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mLRV-MT Vip-R ®SUS ®LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) = LRV-MTZ x SUS? (RS-2)
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Figura 45. Periodo de oviposigdo das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJZ (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) de
S. frugiperda alimentadas com tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e
sementes nao tratadas. Barras (X EP) com mesma letra ndo sdo significativamente diferentes

A longevidade de machos e fémeas adultos de cada uma das linhagens estudadas nao indicaram diferengas
significativas ao comparar a oferta de tecido sem tratamento e tecido tratado. As comparagdes de destes parametros
feitas para as linhagens LRV-MT Vip-R, LRV-MT?Q x SUSZ (RS-1) e LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) em relagio a
linhagem SUS, nao apresentaram diferencas significativas ao ofertar tecido sem tratamento e ao ofertar tecido tratado,
sugerindo, nas condi¢des do presente estudo, a auséncia de efeito de Fortenza 600FS® em cada uma das linhagens e

também nas relagoes feitas entre as linhagens resistente e a linhagem suscetivel.
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Figura 46. Longevidade de fémeas das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT? x SUSJ (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) de
S. frugiperda alimentadas com tecido foliar extraido de milho ndo-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza 600FS® e
sementes ndo tratadas. Barras (X EP) com mesma letra nio sio significativamente diferentes
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mLRV-MT Vip-R ®SUS ®LRV-MTQ x SUS3 (RS-1) = LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)
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Figura 47. Longevidade de machos das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MTQ x SUS&' (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)
de 8. frugiperda alimentadas com tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza G00FS® e
sementes nio tratadas. Barras (XEP) com mesma letra ndo sdo significativamente diferentes

Observou-se expressiva incidéncia de adultos com alteragbes morfolégicas aparentes na linhagem SUS ao
ofertar tecido tratado com Fortenza 600FS®. De 42 individuos machos e fémeas separados para formagio de casais

para este tratamento, 46% dos individuos apresentavam deformacdes, especialmente observada em asas.
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Figura 48. Adultos deformados (%) das linhagens LRV-MT Vip-R, SUS, LRV-MT?Q x SUSJ (RS-1), LRV-MTJ x SUSQ (RS-2)
de S. frugiperda alimentadas com tecido foliar extraido de milho nio-Bt proveniente de sementes tratadas com Fortenza G00FS® e
sementes nio tratadas

Figura 49. Adultos de S. frugiperda com alteragcbes morfoldgicas, provenientes de tratamentos com oferta de tecido foliar fresco
extraido de milho ndo-Bt oriundo de sementes tratadas com Fortenza 600FS®
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5. DISCUSSAO

Em 2013 foi estimada a frequéncia inicial de alelos da resisténcia de S. frugiperda a Vip3Aa20 em algumas
regides do Brasil (Bernardi et al., 2015b). Para Rio Verde- GO, na primeira safra do referido ano, os autores estimaram
frequéncia alélica inicial de 0,0048, por meio do método genotipico F2 Sereen e bioensaio com uso de dose diagnostica.
A frequéncia alélica da resisténcia de S. frugiperda coletada em Rio Verde- GO, segunda safra de 2017, teve valor
estimado pelo presente trabalho em 0,004938 (uma isofamilia positiva em 100 isofamilias testadas); Amaral et al. (2019)
estimaram o valor de 0,0145 (duas isofamilia positiva em 50 isofamilias testadas) para a mesma regido na primeira safra
de 2017. Os dois estudos utilizaram o método genotipico F2 Sereen e bioensaio com tecido foliar fresco de milho
Viptera™. A discrepancia nos resultados estimados no presente trabalho e por Amaral et al. (2019) nao permite afirmar

que a resisténcia de . frugiperda a Vip3Aa20 evoluiu de 2013 a 2017 em Rio Verde- GO.

Para Lucas do Rio Verde- MT, segunda safra de 2017, o presente trabalho testou 121 isofamilias, das quais
quatro foram positivas, estimando a frequéncia alélica da resisténcia a Vip3Aa20 em 0,010321; Amaral et al. (2019)
testaram 117 isofamilias formadas a partir de uma amostra coletada no mesmo municipio e na mesma safra de 2017,
identificando uma isofamilia positiva, estimando a frequéncia alélica da resisténcia em 0,0042. Bernardi et al. (2015b)
estudaram S. frugiperda oriunda de Lucas do Rio Verde- MT entre 2013 e 2015, indicando incremento na mortalidade
larval em comparacio a populacdo suscetivel de referéncia, por meio de teste fenotipico com dose diagnodstica;
entretanto, os individuos sobreviventes nao atingiram a fase adulta. A frequéncia alélica inicial nao foi estimada para
Lucas do Rio Verde-MT; porém, Bernardi et al. (2015b) indicou frequéncia inicial de 0,047 para o estado do Mato
Grosso. Apesar de ndo permitir uma conclusio definitiva, ha indicios da possibilidade de evolug¢io da resisténcia de S.

Jfrugiperda a Vip3Aa20 em Lucas do Rio Verde- MT.

Em 2015, Bernardi et al. (2015b) alertaram sobre a possibilidade de risco de evolucio da resisténcia de S.
Sfrugiperda 2 Vip3Aa20 no Brasil. A determinacio da existéncia de custo adaptativo, sua magnitude, domindncia ou
recessividade, associado a resisténcia de S. fiugiperda a toxina Bt Vip 3Aa20, tem um papel de extrema importancia na
durabilidade desta tecnologia na cultura do milho. No trabalho de custo adaptativo, a linhagem resistente LRV-MT
Vip-R e as linhagens heterozigéticas LRV-MTSQ x SUSJE' (RS-1) e LRV-MTJ x SUSQ (RS-2) apresentaram viabilidade
de adultos e taxas de fecundidade didria e total significativamente similares a linhagem suscetivel, indicando auséncia
de custo adaptativo, nas condi¢des do estudo, para estas linhagens carreadoras de alelos r. Este resultado difere do que
foi obtido por Bernardi et al. (2016) para uma linhagem resistente a Vip3Aa20 originaria de Correntina-BA, a qual
apresentou viabilidade de adultos e taxas de fecundidade significativamente inferiores a linhagem suscetivel de
referéncia, indicando a ocorréncia de custo adaptativo. Os resultados dos referidos estudos sdo convergentes em

relacdo a auséncia de custo adaptativo na viabilidade de adultos e taxas de fecundidade das linhagens heterozigéticas.

A discrepancia dos resultados entre os estudos poderia estar ligada a diferenca de origem das linhagens
resistentes estudadas, uma vez que as metodologias empregadas em ambos os trabalhos foram similares. Entretanto,
os resultados obtidos nos estudos de Fortenza 600FS® no custo (Metodologias I e III), analisando as linhagens
somente ao ofertar tecido de milho nio-Bt sem tratamento, foram detectadas similaridades no comportamento das
linhagens. Nao ¢é possivel fazer inferéncias mais aprofundadas e concretas devido o desconhecimento do mecanismo

de resisténcia a Vip3Aa20 destas linhagens.
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Ao observar o comportamento das linhagens alimentadas com tecido de milho nio-Bt nos diferentes
estudos deste presente trabalho, algumas considera¢oes podem ser feitas auxiliando na compreensio da ocorréncia ou
ndo de custo adaptativo. No estudo de investigagdo de custo, a sobrevivéncia larval aos 14 DAI de SUS nio diferiu
significativamente da sobrevivéncia de larvas LRV-MT Vip-R e LRV-MT® x SUSJ (RS-1); no estudo do efeito de
Fortenza 600FS® no custo- Metodologia I, ao analisar somente as linhagens alimentadas com tecido nao tratado, a
linhagem SUS apresentou maior sobrevivéncia larval aos 14 DAI em comparagio 2 LRV-MT Vip-R e a LRV-MT®? x
SUSJ' (RS-1). No estudo de Fortenza 600FS® no custo- Metodologia 111, apesar de estatisticamente nao apresentarem
diferengas, a sobrevivéncia larval linhagem LRV-MT Vip-R, aos 14 DAI, foi aproximadamente 13% inferior as
linhagens SUS e LRV-MT? x SUSJ (RS-1).

Conforme citado acima, a investigacdo de custo adaptativo na viabilidade de adultos ndo diferiu entre as
linhagens SUS e LRV-MT Vip-R. Os resultados obtidos na Metodologia I, observando as linhagens somente
alimentadas com tecido de milho nio-Bt sem tratamento, SUS apresentou valor superior em comparagdo a LRV-MT
Vip-R, sugerindo possivel ocorréncia de custo adaptativo. Na - Metodologia III, ocotreu o mesmo observado para a
sobrevivéncia larval, uma vez que a viabilidade de adultos da linhagem resistente foi aproximadamente 13% inferior as
linhagens SUS e LRV-MTS x SUSJZ (RS-1). A viabilidade de adultos e fecundidade total fémea'!, nos trés estudos
conduzidos, nio diferiram entre as linhagens suscetivel e LRV-MT® x SUsd (RS-1) ao ofertar tecido foliar de milho
nio-Bt. A convergéncia dos resultados permite concluir que a linhagem heterozigotica LRV-MT® x SUSS (RS-1),
recebedora de alelos 7 do parental fémea, ndo possui custo adaptativo associado a resisténcia a Vip3Aa20. A linhagem
LRV-MTJ x SUSQ (RS-2), recebedora de alelos » do parental macho, mostrou ter maior valor adaptativo em
comparacdo a linhagem suscetivel. A recessividade do custo adaptativo associado a resisténcia de S. frugiperda a

Vip3Aa20 foi igualmente demonstrada por Bernardi et al. (2016).

A duragio do periodo ovo-adulto influencia no nimero de geragoes que determinada linhagem tera em um
intervalo de tempo, auxiliando em modelos de predi¢do de evolugio da resisténcia. No estudo de custo adaptativo, a
duracio do periodo ovo-adulto foi 1,9 dia superior na linhagem resistente LRV-MT Vip-R em comparagio a linhagem
suscetfvel; ja as linhagens heterozigéticas nio diferiram da linhagem suscetivel. Ja na Metodologia I, nos tratamentos
com oferta de tecido sem Fortenza 600FS®, a duracio deste periodo nio diferiu entre a linhagem resistente e linhagem
suscetivel. O resultado obtido no estudo da Metodologia I1I ndo fomenta uma conclusao final, uma vez que o periodo
ovo-adulto foi 3 dias menor para a linhagem resistente. Os resultados ndo permitem concluir se a linhagem LRV-MT
Vip-R apresenta custo adaptativo associado a resisténcia para a duracdo do periodo ovo-adulto. Yang et al. (2017)
detectaram atraso significativo no desenvolvimento de larvas de uma linhagem S. frugiperda resistente a Vip3Aa20

originaria do estado da Louisiana, EUA, ao compara-la a uma linhagem suscetivel de referéncia na auséncia da toxina

Vip3Aa20.

Os resultados obtidos para a fecundidade total fémeas™ nos trés estudos deste trabalho indicaram nao ocotrtrer
custo adaptativo neste pardmetro para a linhagem LRV-MT Vip-R. Em relacdo 2 linhagem LRV-MT? x SUSS' (RS-
1), a fecundidade total fémea ! foi um dos poucos parimetros onde a linhagem heterozigbtica mostrou ter maior valor

adaptativo em relagao a linhagem suscetivel.

A ocorréncia ou ndo de custo e sua intensidade precisa ser completamente elucidada na resisténcia de S.
frugiperda 2 Vip3Aa2, pois se configura como premissa para tomada de decisées dentro do MRI. Entretanto, a origem
das populagbes estudadas, métodos empregados nos testes, possivel subestimagao do custo em condi¢des laboratoriais,

sao fatores que podem gerar um viés na interpretacao dos resultados.
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O inseticida quimico Fortenza 600FS®, utilizado em TS de milho pata controle de latvas de S. frugiperda,
foi alvo de investigacdes para entender seu efeito na magnitude/intensidade e dominincia do custo adaptativo
associado a resisténcia de S. frugiperda a Vip3Aa20. Em condi¢oes de campo, a prote¢do as plantas contra o ataque de
larvas de S. frugiperda é observado por aproximadamente vinte dias ap6s a emergéncia das plantas, sendo este periodo
sujeito a alteracdo devido ao efeito de diversas varidveis. Ao longo deste periodo de protegio, a eficicia do produto
entra em declinio, e a concentracio do ingrediente ativo nas plantas se torna insuficiente para controlar 100% das
larvas. Nesta fase, os estudos do presente trabalho indicaram que a concentragéo de ciantraniliprole néo tiveram efeito

positivo, do ponto de vista do MRI, no custo adaptativo das linhagens LRV-MT Vip-R e linhagens heterozigoticas.
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6. CONCLUSAO

A comprovagio da resisténcia fenotipica da linhagem LRV-MT Vip-R, selecionada em condi¢des laboratoriais
a partir de uma populacio de S. frugiperda proveniente de campo de milho ndo-Bt de Lucas do Rio Verde- MT, permitiu

a execuc¢do dos demais estudos propostos para responder ao principal objetivo do presente trabalho.

O estudo de investigacdo de custo adaptativo nio foi conclusivo para determinar a existéncia de custo
adaptativo associado a resisténcia a Vip3Aa20 nas linhagens LRV-MT Vip-R, LRV-MTQ x SUSJ (RS-1) e LRV-MTJ
x SUSQ (RS-2); entretanto, os resultados obtidos nos estudos de efeito do Fortenza 600FS® no custo adaptativo-
Metodologias I e III- possibilitaram entender com maior clareza o comportamento das linhagens na auséncia da
pressdo de sele¢do, ao ofertar tecido de milho ndao-Bt sem tratamento. A sobrevivéncia larval e a viabilidade de adultos
da linhagem resistente apresentaram custo adaptativo; entretanto, parametros decisivos no sucesso de uma linhagem,
como taxa de fecundidade, ndo diferiram entre as linhagens resistente e suscetivel. A linhagem heterozigota LRV-
MTQ x SUSS (RS-1) ndo apresentou custo adaptativo e seu valor adaptativo foi semelhante a linhagem suscetfvel. A
linhagem heterozigota LRV-MTJ x SUS® (RS-2) nio apresentou custo adaptativo e seu valor adaptativo foi superior
em compara¢io a linhagem suscetivel. Este cenario exposto ¢ desfavoravel a longevidade da toxina Vip3Aa20 no
controle de . frugiperda ressltando a importincia do desenvolvimento de estratégias que possam alterar a expressao

(magnitude/dominéncia) do custo adaptativo.

A investiga¢do do efeito de Fortenza 600FS® na expressio do custo adaptativo associado a resisténcia de S.
Jfrugiperda 2 Vip3Aa20 ndo mostrou ser uma estratégia promissora visando potencializar a magnitude e/ou dominancia
do custo adaptativo. O tratamento com Fortenza 600FS® das sementes de milho néo-Bt, para a implantacio de areas
refigio, objetivando depreciar o valor adaptativo dos individuos carreadores de alelos 7em comparagao aos individuos

suscetfveis, para que a suscetibilidade a Vip3Aa20 seja conservada, ndo agregaria beneficios ao MRI.
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