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RESUMO

Caracterizagdo da resisténcia de Helicoverpa armigera (Lepidoptera:
Noctuidae) a chlorantraniliprole e avaliagcdo da mistura com Bacillus
thuringiensis (Eubacteriales: Bacillaceae) como estratégia de manejo da
resisténcia

Inseticidas do grupo das diamidas tém sido bastante utilizados como uma das
ferramentas no manejo de Helicoverpa armigera (HUbner). Recentemente, reducdes
significativas na suscetibilidade de populacdes de H. armigera a inseticidas diamidas
foram reportadas no Brasil, com a caracterizacdo da resisténcia a flubendiamide
(diamida derivada de &cido ftalico). A linhagem de H. armigera resistente a
flubendimide ndo apresentou resisténcia cruzada a diamidas antranilicas, como por
ex. chlorantraniliprole. Nesse contexto, para o melhor entendimento da resisténcia
de H. armigera a inseticidas diamidas e estabelecer estratégias de Manejo da
Resisténcia de Insetos (MRI), os objetivos deste estudo foram: i) realizar o
monitoramento da suscetibilidade a chlorantraniliprole em populacdes de H.
armigera do Brasil; ii) selecionar uma linhagem de H. armigera resistente a
chlorantraniliprole para entender o padréo de heranga; iii) avaliar a resisténcia
cruzada a outros inseticidas diamidas; iv) avaliar custos adaptativos associado a
resisténcia; e v) avaliar a mistura de chlorantraniliprole com Bacillus thuringiensis
Berliner como estratégia de manejo da resisténcia. Mediante o uso de bioensaio de
dose diagndstica de 0,99 ug i.a. cm?2, foi observada uma reducdo significativa na
suscetibilidade a chlorantraniliprole em populacdes de H. armigera nas safras
agricolas de 2020/21 e 2021/22, com sobrevivéncias de 4,63% até 30,8% nas
diferentes populacfes avaliadas. A sele¢do da linhagem de H. armigera resistente a
chlorantraniliprole (R-CHL) foi realizada pelo método de F2 screen, a partir de uma
populacdo coletada em ltiquira, Estado de Mato Grosso na safra 2020/21. Apo6s 10
geracdes de pressdo de selecdo com doses crescentes a partir da dose diagnéstica
até 2,85 pg i.a. cm?2, a razdo de resisténcia (RR) da linhagem R-CHL para
chlorantraniliprole foi de 142 vezes. A partir de cruzamentos reciprocos entre as
linhagens suscetivel e R-CHL, o padrédo de heranca da resisténcia de H. armigera a
chlorantraniliprole foi autossémico e incompletamente dominante. Retrocruzamentos
de heterozigotos com a linhagem suscetivel revelaram que a resisténcia de H.
armigera a chlorantraniliprole é poligénica. Foi constatada resisténcia cruzada entre
chlorantraniliprole e as diamidas cyclaniliprole (28 vezes), cyantraniliprole (422
vezes) e flubendiamide (>20.000 vezes). A presenca de custo adaptativo associado
a resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole foi verificada quando as lagartas se
alimentaram em dieta artificial, baseado em parametros da tabela de vida de
fertilidade. Contudo, o custo adaptativo ndo foi observado quando os insetos se
alimentaram em folhas de soja. Por fim, a partir de analises de isobologramas e
estudos de persisténcia da atividade biolégica dos inseticidas em condi¢cdes de
campo, a mistura de chlorantraniliprole e B. thuringiensis ndo apresentou beneficios
para o0 manejo da resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole. Os resultados
deste trabalho evidenciam o alto risco de evolugéo da resisténcia de H. armigera a
chlorantraniliprole e outras diamidas.

Palavras-chave: Manejo da resisténcia de insetos, Diamidas, Padrao de heranca,
Mistura de inseticidas



ABSTRACT

Characterization of Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) resistance
to chlorantraniliprole and evaluation of the mixture with Bacillus thuringiensis
(Eubacteriales: Bacillaceae) as a resistance management strategy

Diamide insecticides have been used as one of the tools to manage
Helicoverpa armigera (Hubner). Recently, significant reductions in the susceptibility
of H. armigera to diamide inseticides were reported in Brazil with characterization of
resistance to flubendiamide (phthalic acid diamide). The flubendiamide-resistant
strain did not show cross-resistance to anthranilic diamides such as
chlorantraniliprole. In this context, for a better understanding of the resistance of H.
armigera to diamide insecticides and to implement Insect Resistance Management
(IRM) strategies, the objectives of this study were: i) to monitor the susceptibility to
chlorantraniliprole in populations of H. armigera in Brazil; ii) to select a strain of H.
armigera resistant to chlorantraniliprole to understand the inheritance patterns; iii) to
evaluate cross-resistance to other diamide insecticides; iv) to assess fithess costs
associated with resistance; and v) to evaluate the mixture of chlorantraniliprole with
Bacillus thuringiensis Berliner as a resistance management strategy. By using a
diagnostic dose bioassay of 0.99 g i.a. cm-2, a significant reduction in susceptibility
to chorontraniliprole was observed in populations of H. armigera in the 2020/21 and
2021/22 growing seasons, with survival from 4,63% up to 30.8% in different
populations evaluated. The selection of the resistant strain of H. armigera to
chlorantraniliprole (R-CHL) was performed by using F2 screen from a population
collected in Itiquira, Mato Grosso State in 2020/21 growing season. After 10
generations of selection pressure with increasing doses from the diagnostic dose up
to 2.85 pg i.a. cm-2, the resistance ratio (RR) of R-CHL to chlorantraliprole was 142-
fold. From reciprocal crosses between the susceptible and R-CHL lines, the
inheritance pattern of H. armigera resistance to chlorantraniliprole was autosomal
and incompletely dominant. Backcrosses of heterozygotes with the susceptible strain
revealed that resistance of H. armigera to chlorantraniliprole is polygenic. There was
cross-resistance between chlorantraniliprole and the diamides cyclaniliprole (28 fold),
cyantraniliprole (422 fold) and flubendiamide (>20,000 fold). The presence of fithess
cost associated with resistance of H. armigera to chlorantraniliprole was observed
when the larvae were fed an artificial diet, based on parameters of the fertility life
table. However, no fithess cost was observed when larvae were fed on soybean
leaves. Finally, based on isobologram analysis and evaluation of persistence of
biological activity of the insecticides under field conditions, the mixture of
chlorantraniliprole and B. thuringiensis did not show benefits for managing resistance
of H. armigera to chlorantraniliprole. The results of this work show a high risk of
resistance evolution of H. armigera to chlorantraniliprole and other diamides.

Keywords: Insect resistance management, Diamides, Inheritance pattern, Mixture of
insecticides
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1. INTRODUCAO

A evolucdo da resisténcia de insetos-praga a inseticidas € um dos principais
desafios de um programa de Manejo Integrado de Pragas (MIP), podendo
comprometer a sustentabilidade de sistemas agricolas (DAVID, 2021; DOUGLAS,
2018). O uso continuo e intensivo de um mesmo agente de controle tem acarretado
na selecdo de individuos resistentes, refletindo no aumento do nimero de casos de
resisténcia reportados mundialmente nos ultimos anos (APRD, 2023; SPARKS et al.,
2021). No Brasil, o sistema de producéo intensivo de cultivos tem propiciado
condicbes favoraveis para o desenvolvimento de insetos-praga, resultando em um
maior uso de inseticidas e outros agentes de controle (POZEBON et al., 2020).

Um dos insetos-praga presentes no sistema agricola brasileiro tem sido
Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), uma praga de grande
importancia em diversas regibes do mundo e detectada oficialmente no Brasil em
2013 (CZEPAK et al.,, 2013). Dentre as caracteristicas que permitem 0 sucesso
evolutivo de H. armigera como praga, deve ser destacado a polifagia, que possibilita
a diversificagdo dos genes relacionados a enzimas de desintoxicagdo de
ingredientes ativos (HARDY et al., 2018; PEARCE et al., 2017), promovendo uma
maior tolerancia a inseticidas quando comparado a outras espécies de insetos-praga
(MACHADO et al., 2022). Além disso, as caracteristicas bioecoldgicas desta praga,
como a alta capacidade de disperséo, alto potencial reprodutivo e um curto ciclo
ovo-adulto, favorecem a sua capacidade de adaptacdo em diferentes ambientes (ALI
et al., 2009; FITT, 1989; REED, 1965). Essas caracteristicas fazem com que H.
armigera tenha uma plasticidade adaptativa a variadas pressfes ambientais
exercidas sobre essa espécie (WANG et al., 2017).

No Brasil, o0 manejo de H. armigera tem sido realizado principalmente com a
utilizacdo de inseticidas quimicos e plantas geneticamente modificadas que
expressam proteinas de Bacillus thuringiensis Berliner (Eubacteriales: Bacillaceae)
(Bt). Apesar da alta adocao da soja Bt para o controle de H. armigera (HORIKOSHI
et al., 2021b), o controle quimico ainda tem sido utilizado para o controle desta
praga (POZEBON et al., 2020). O uso intensivo de inseticidas para o controle de H.
armigera tem acelerado a evolucdo de resisténcia no Brasil, com casos ja
documentados para os grupos das spinosinas, diamidas, oxadiazinas e piretroides
(ABBADE-NETO et al.,, 2022; DURIGAN, 2018; DURIGAN et al., 2017; SILVA,
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2019). Desta forma, ha um alto risco da evolucdo da resisténcia desta praga a outros
inseticidas ainda efetivos. Portanto, estratégias de manejo da resisténcia devem ser
adotadas para preservar os inseticidas recomendados para o controle de H.
armigera.

Dentre os inseticidas mais utilizados no controle de H. armigera, destaca-se 0
grupo quimico das diamidas, que representa 12% do mercado mundial de inseticidas
sintéticos (SPARKS et al., 2019, 2020). As diamidas possuem eficicia elevada para
o controle de diversos lepidépteros-praga (LAHM; CORDOVA; BARRY, 2009),
apresentam seletividade a inimigos naturais (BRUGGER et al., 2010) e possuem
baixa toxicidade a mamiferos (CORDOVA et al., 2006). Estes inseticidas possuem
um modo de acgdo Unico, atuando na homeostase de célcio (Ca?*) nas células dos
musculos esqueléticos. Os inseticidas do grupo das diamidas se ligam aos
receptores de rianodina (RyR), localizados na trasmembrana do reticulo
endo/sarcoplasmatico. A ligacdo das diamidas no RyR ocorre de forma irreversivel,
mantedo o canal de rianodina aberto de forma constante, promovendo o efluxo de
célcio do liumen do reticulo endo/sarcoplasmatico para o citoplasma celular. Isso faz
com que ocorra um desequilibrio da homeostase de calcio na célula, resultando em
paralisia devido a contracdo muscular, cessamento da alimentacdo e
consequentemente, a morte do inseto (CORDOVA et al., 2006). Este grupo tem sido
utilizado para o controle de H. armigera desde a sua deteccdo no Brasil, sendo um
dos grupos quimicos registrados em carater emergencial (EMBRAPA, 2013).
Estudos tem mostrado o decréscimos na suscetibilidade a diamidas em populacdes
de H. armigera do Brasil das safras de 2013 a 2018 (PEREIRA et al., 2020).
Posteriormente, uma linhagem de H. armigera resistente ao inseticida flubendiamide
(diamida derivado de acido ftalico) foi selecionada em condi¢cdes de laboratério a
partir de uma populacdo coletada no Estado da Bahia na safra 2019 (ABBADE-
NETO et al.,, 2022). Essa linhagem apresentou uma alta razdo de resisténcia a
flubendiamide (> 50.000 vezes) e auséncia de resisténcia cruzada com o inseticida
chlorantraniliprole (diamida antranilica).

Dentre os ingredientes ativos do grupo das diamidas, chlorantraniliprole é uma
das opcdes para manejo de insetos-praga no Brasil, sendo utilizado tanto em
pulverizacdes foliares como em tratamento de sementes (GNAMM et al., 2012). A
utilizacdo dessas duas vias de aplicacdo em conjunto promove uma alta presséo de

selecdo em insetos-praga. Nesse sentido, apesar de sua alta eficécia, ja ha estudos
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que relatam resisténcia a chlorantraniliprole no Brasil em Plutella xylostella L.
(Lepidoptera: Plutellidae) (RIBEIRO et al., 2014), Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) (BOLZAN et al., 2019; OKUMA et al., 2022) e Leucoptera
coffeella (Guérin-Méneville) (Lepidoptera: Lyonetiidae) (LEITE et al., 2020). Para H.
armigera ainda nao ha relatos de resisténcia a chlorantraniliprole no Brasil.

Uma das principais estratégias de manejo da resisténcia tem sido a utilizacao de
inseticidas de diferentes grupos quimicos em esquema de rotacdo ou mistura de
compostos com diferentes modos de acdo (SOUTH; HASTINGS, 2018; SPARKS et
al., 2021). A combinacao de ingredientes ativos tem sido uma pratica muito comum
realizada pelos agricultores no Brasil (GAZZIERO, 2015). Este tipo de estratégia
pode ser explorada dentro do manejo de resisténcia, porém algumas premissas
devem ser obsevadas, como o principio de mortalidade redundante, persisténcia
idéntica dos ingredientes ativos no campo, baixa frequéncia de resisténcia a ambos
0os ingredientes ativos e, obrigatoriamente, heranca da resisténcia recessiva
(CURTIS, 1985). Desta forma, assume-se que a frequéncia de individuos com
resisténcia aos dois compostos é bastante baixa. O estudo de mistura entre
inseticidas quimicos e biolégicos tem sido realizado em pragas, tais como em Tuta
absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), S. frugiperda, P. xylostella e H.
armigera, e em alguns casos se mostra uma alternativa promissora no controle de
insetos-praga (ABID et al., 2020; AMIZADEH et al., 2015; SHABBIR et al., 2021,
VITERI; LINARES; FLORES, 2018). Além disso, € necessério conhecer se ha efeito
sinérgico ou antagbnico entre os compostos em diferentes proporcbes de cada
inseticida na mistura (BORGERT et al., 2001; RITZ; STREIBIG; KNISS, 2021).

No Brasil, aproximadamente 20% dos produtos comerciais recomendados para o
controle de H. armigera sao misturas de inseticidas (AGROFIT, 2023). Entretanto, a
combinacdo de inseticidas quimicos e biolégicos tem sido pouco explorada, ao
passo que ndo existe nenhuma formulagdo deste tipo registrada para o manejo de
H. armigera. A mistura de chlorantraniliprole com B. thuringiensis var. kurstaki para o
controle de H. armigera tem se mostrado sinérgica (WAKIL et al., 2012) e patentes
que destacam a interagdo positiva destes dois ingredientes ativos ja foram
registradas (BRANSCOME et al., 2016a).

A fim de compreender o potencial risco de evolucdo da resisténcia de H.
armigera a chlorantraniliprole e avaliar o potencial uso da mistura com B.

thuringiensis, o presente estudo teve como objetivos, i) monitorar a suscetibilidade
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de H. armigera ao inseticida chlorantraniliprole em populacbes coletadas em
diferentes regides agricolas do Brasil, ii) selecionar uma linhagem de H. armigera
resistente a chlorantraniliprole para caracterizar o padrdo de heranca da resisténcia,
iii) avaliar a resisténcia cruzada entre chlorantraniliprole e outras diamidas
(flubendiamide, cyantraniliprole e cyclaniliprole), iv) avaliar o custo adaptativo
associado a resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole e v) avaliar a mistura de
chlorantraniliprole com o inseticida biolégico B. thuringiensis var. kurstaki como

estratégia de manejo da resisténcia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Resisténcia de H. armigera a inseticidas

Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae) é considerada uma
das pragas de maior importancia agricola no mundo, com ampla distribuicdo entre
0s paises do velho mundo (FITT, 1989; TAY et al., 2017; ZALUCKI et al., 1986).
Recentemente, houve invasdo desta praga no continente americano, com 0S
primeiros relatos oficiais no Brasil em 2013, e subsequentemente na Argentina,
Paraguai e Uruguai (ARNEMANN et al., 2016; CZEPAK et al., 2013; MURUA et al.,
2014; SPECHT et al., 2013). Ha estudos que sugerem que esta praga invadiu a
Ameérica do Sul entre 2006 e 2008 (SOSA-GOMEZ et al., 2016; TAY et al., 2017) em
multiplas invasdes (LEITE et al., 2014; MASTRANGELO et al., 2014; TAY et al.,
2017), mantendo-se em baixas densidades populacionais. Os primeiros surtos
populacionais desta praga no Brasil ocorreram entre 2012 e 2014, resultando em
perdas econémicas estimadas em mais de 2 bilh6es de dolares (LOPES-DA-SILVA
et al., 2014).

O sucesso evolutivo de H. armigera como praga no Brasil e no mundo esta
intimamente ligado a caracteristica de polifagia, podendo se alimentar de 161
espécies de plantas hospedeiras, predominantemente das familias Asteraceae,
Fabaceae, Malvaceae, Poaceae e Solanaceae (PEARSON, 1958; ZALUCKI et al.,
1986). Além disso, o potencial reprodutivo desta praga € elevado, colocando em
média de 1500 a 2000 ovos por fémea, podendo chegar a 3000 ovos, em um
periodo de 10 a 15 dias (KARIM, 2000; REED, 1965). As posturas sao feitas sempre
no substrato de sua alimentag&o, como frutos, folhas, flores e talos de planta (EPPO,
1981; WANG; LI, 1984). Apresenta curto ciclo ovo-adulto com duracdo média de 30
dias, composta por uma fase de ovo de aproximadamente 3 dias, uma fase larval
composta por 5 ou 6 instares de aproximadamente 20 dias e uma fase de pupa que
ocorre no solo e dura em torno de 10 dias (ALI et al., 2009; FITT, 1989). Na fase
adulta esse inseto € capaz de se movimentar por grandes distancias, sendo possivel
encontrar individuos a 1000 Km do local em que se desenvolveu a fase larval
(PEDGLEY, 1985). Por fim, outro fator que favorece o sucesso evolutivo € o cenario

de producgdo agricola brasileiro, em que h& sobreposicdo de cultivos de soja e
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algoddo, e uma extensa area de producdo de tomate, feijdo e outras culturas,
favorecendo assim a presenca de H. armigera durante todo ano.

No mundo j& foram relatados um total de 891 casos de resisténcia de H.
armigera para 55 ingredientes ativos em diferentes paises (APRD, 2023), tais como
Paquistdo, China, Indonésia, india, Australia e Espanha (AHMAD; ARIF; ATTIQUE,
1997; ARMES et al.,, 1992; BIRD; DRYNAN; WALKER, 2020; MCCAFFERY;
WALKER; TOPPER, 1991; TORRES-VILA et al., 2002; WU; LIANG; GUO, 1997).
Os casos reportados de resisténcia a inseticidas em H. armigera incluem moléculas
de diferentes grupos quimicos, tais como carbamato, organofosforado, piretroide,
spinosina, oxadiazina, diamida e a proteinas Bt (BIRD; DRYNAN; WALKER, 2020;
DURIGAN, 2018; GUNNING; MOORES; DEVONSHIRE, 1996; KAUR; DILAWARI,
2011; QAYYUM et al., 2015; TANG et al., 2021; WANG et al., 2009).

No Brasil, por sua vez, apesar da praga ter sido detectada oficialmente
apenas em 2013, j4 foram relatados casos de resisténcia de H. armigera a
inseticidas. O primeiro caso de resisténcia de H. armigera no Brasil foi relatado em
2017, no qual os autores concluiram que as populacdes de H. armigera presentes
no pais sdo resistentes a inseticidas do grupo dos piretroides, com alta relacdo com
0 gene CYP337B3 (DURIGAN et al., 2017). Um ano mais tarde, em 2018, foi
relatada em laboratério a sele¢cdo de individuos resistentes ao inseticida do grupo
das oxadiazinas, apresentando uma razéo de resisténcia de 297 vezes quando
comparada com a linhagem suscetivel de laboratério (DURIGAN, 2018). Em 2019
também foi observada a selecdo em laboratério de linhagem resistente a inseticida
do grupo das spinosinas, que apds 12 geracfes de pressao de selecao, apresentou
uma razéo de resisténcia de 27 vezes, com heranca autossémica, incompletamente
dominante e poligénica (SILVA, 2019). Por fim, o ultimo relato de resisténcia de H.
armigera no Brasil foi em 2022 para o ingrediente ativo flubendiamide, inseticida do
grupo das diamidas derivado do acido ftalico, onde notou-se uma diminuicdo da
suscetibilidade das popula¢cdes de campo coletadas entre os anos de 2014 e 2020.
Uma linhagem de H. armigera resistente a flubendiamide foi selecionada e apds 14
geracdes de pressao de selecdo em laboratorio, apresentando razéo de resisténcia
> 50.000 vezes e padrdo de heranca autossbmica e completamente dominante
(ABBADE-NETO et al.,, 2022). Essa linhagem resistente a flubendiamide né&o

apresentou resisténcia cruzada com a diamida antranilica chlorantraniliprole.
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A resisténcia de H. armigera a inseticidas frequentemente vem acompanhada de
uma desvantagem adaptativa. O estudo do custo adaptativo associado a resisténcia
busca a compreensdo de parametros de sobrevivéncia e reproducédo dos individuos
que carregam 0 gene associado a mesma. Este estudo é realizado em um ambiente
com a auséncia do agente de selecdo (GASSMANN, 2023; GASSMANN;
CARRIERE; TABASHNIK, 2009). Individuos resistentes que apresentam custo
adaptativo possuem uma desvantagem competitiva, quando comparados com
individuos suscetiveis, favorecendo o restabelecimento da suscetibilidade na
auséncia do agente de presséo de selecdo. Estudos com H. armigera mostraram a
presenca de custo adaptativo de linhagem resistente a CrylAc em algodao, com
reducdo de mais de 50% na taxa intrinseca de crescimento (BIRD; AKHURST,
2004). Os mesmos autores reportaram custo adaptativo da resisténcia de H.
armigera a indoxacarb no periodo de diapausa dos insetos (BIRD; DRYNAN;
WALKER, 2020). Por fim, redu¢des na taxa intrinseca de crescimento também foram
observadas em linhagens resistentes de H. armigera a spinosad (WANG et al.,
2009) e flubendiamide (ABBADE NETO, 2021) na auséncia do agente de selecao,
comprovando a importancia desses estudos para a implementacao de estratégias de

manejo da resisténcia em H. armigera.

2.2. Resisténcia de insetos-praga a chlorantraniliprole

Chlorantraniliprole é uma diamida antranilica que pertence ao grupo 28 da
classificacdo de inseticidas de acordo com o modo de acédo do IRAC (IRAC, 2023).
Os inseticidas do grupo das diamidas atuam como agonistas seletivos dos
receptores de rianodina nas células musculares dos insetos, estimulando a liberacéao
e 0 esgotamento de célcio das reservas internas no reticulo sarcoplasmatico,
causando regulacdo deficiente da fungcdo muscular e levando a interrupcdo da
alimentacdo (CORDOVA et al., 2006). As diamidas apresentam eficacia elevada
para uma gama de lepidopteros, incluindo H. armigera (LAHM; CORDOVA; BARRY,
2009; TEMPLE et al., 2009), além da vantagem de apresentarem baixa toxicidade a
mamiferos (CORDOVA et al., 2006; LAHM; CORDOVA; BARRY, 2009) e
seletividade a inimigos naturais (BRUGGER et al., 2010).

O uso indiscriminado e constante de chlorantraniliprole resultou em diversos

casos de resisténcia devido a intensa pressédo de selecdo (BOLZAN et al., 2019;
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RODITAKIS et al., 2015; WANG et al., 2021; WU et al., 2014). No mundo ja foram
relatados 218 casos de resisténcia a chlorantraniliprole em 11 espécies diferentes,
com destaque para Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), da qual
existem 66 casos relatados (APRD, 2023). No caso de H. armigera existem apenas
dois casos de resisténcia reportados na literatura, ambos relatados na China, sendo
o primeiro em 2020, onde 0s autores encontraram uma populacdo de campo com
uma razao de resisténcia de 20 vezes (TANG et al., 2021) e o segundo em 2021
com relato de uma populacdo de campo com uma razao de resisténcia de 35 vezes
(WANG et al., 2021). Provavelmente, maiores razbes de resisténcia para H.
armigera ainda ndo foram relatadas devido a dificuldade para manter linhagens
resistentes a esse principio ativo em laboratorio (BIRD; DRYNAN; WALKER, 2017).

No Brasil existem 15 casos de resisténcia a chlorantraniliprole relatados para
4 espécies (APRD, 2023). Foram observadas populacdes de campo de P. xylostella
com razao de resisténcia de 27 vezes, em um cultivo do género Brassica (RIBEIRO
et al., 2014) e de Tuta absoluta com razdo de resisténcia de >1.000.000 vezes, com
padrao de heranca autossdmica, completamente recessiva e monogénica (SILVA et
al., 2018). Posteriormente, foi relatado um caso de resisténcia de S. frugiperda
selecionada em laborat6rio, com uma razao de resisténcia de 250 vezes e padréo de
heranca autossémica, incompletamente recessiva e monogénica (BOLZAN et al.,
2019). E por ultimo, autores encontraram populacdes de L. coffeella em cultivos de
café na Bahia, com uma razdo de resisténcia de 10 a 40 vezes (LEITE et al., 2020).
No caso de H. armigera, ndo foi observado nenhum caso de resisténcia a
chlorantraniliprole. Entretanto, foi relatada uma diminuicdo na suscetibilidade a
chlorantraniliprole de popula¢gdes de campo do Brasil desde a deteccéo oficial de H.
armigera em 2013 até 2018, que variaram de 0% a 29,59% de sobrevivéncia
(PEREIRA et al., 2020).

Diversos mecanismos de resisténcia a chlorantraniliprole ja foram relatados
na literatura. Estudos sugerem que para P. xylostella a superexpressdo do gene de
citocromo P450 CYP6BGL1 pode contribuir para a resisténcia a chlorantraniliprole em
populacbes com razéo de resisténcia = 200 vezes (LI et al., 2018). No caso de Chilo
suppressalis (Walker) (Lepidoptera: Crambidae), autores encontraram que a super
expressdao do gene citocromo P450 monoxidase estd ligada a resisténcia a
chlorantraniliprole, resultando em razéao de resisténcia de = 100 vezes (SUN et al.,

2018). Mutagbes também foram relacionadas com a resisténcia de insetos a



21

chlorantraniliprole. Em S. frugiperda a mutacédo 14734M foi relacionada a uma razao
de resisténcia de 250 vezes, com baixa resisténcia cruzada com cyantraniliprole (27
vezes) e alta para flubendiamide (>42.000 vezes) (BOAVENTURA et al., 2020;
BOLZAN et al.,, 2019). Também para S. frugiperda, a mutacdo 14790M/K foi
reportada conferindo razdo de resisténcia >4.464 vezes para flubendiamide e
resisténcia cruzada a chlorantraniliprole (713 vezes) e cyantraniliprole (6.400 vezes)
(OKUMA et al., 2022). Para P. xylostella, a mutagcdo G4946E conferiu uma alta razao
de resisténcia a chlorantraniliprole (>10.000), flubendiamide (>10.000) e
cyantraniliprole (2.647 vezes) (STEINBACH et al., 2015), enquanto que as mutacdes
E1338D e Q4594L em conjunto conferiram uma razao de resisténcia de 2.128 vezes
para chlorantraniliprole (GUO et al.). JA para Musca domestica L. (Diptera:
Muscidae), a mutacdo Y4667C/D associada a enzima esterase foram relacionadas a
resisténcia a chlorantraniliprole com razdo de resisténcia de 644 vezes (SHAH;
SHAD, 2021).

2.3. Mistura de inseticidas como estratégia de manejo da resisténcia

As estratégias de manejo da resisténcia podem ser por moderacdo, saturacao
e/ou ataque multiplo (GEORGHIOU, 1983). Na estratégia de ataque mudltiplo,
destacam- se a rotacdo e a mistura de ingredientes ativos. Para a mistura de
ingredientes ativos como estratégia de manejo de resisténcia de insetos, algumas
premissas devem ser obedecidas, tais como: i) auséncia de resisténcia cruzada
entre os inseticidas em mistura; ii) frequéncia de resisténcia a ambos os ingredientes
ativos deve ser baixa no campo; iii) a heranca da resisténcia tem que ser recessiva
para pelo menos um dos inseticidas em mistura; iv) ndo se deve diminuir a dose de
bula dos ingredientes ativos, pois isso influencia no desempenho dos produtos no
campo e; v) os produtos devem apresentar a mesma persisténcia no campo, pois
caso contrério favorece a evolugéo da resisténcia ao produto com atividade biologica
desfavorecida (CURTIS, 1985; MANI, 1985). A mistura de inseticidas tem sido pouco
explorada pois ha caréncia de informacdes do efeito em populacdes de campo
(CLAIR et al.,, 2020; ROUSH, 1998) e poucos sdo os estudos com linhagens
resistentes.

Um estudo realizado por GAZZIERO (2015) mostrou que a pratica de mistura de

produtos fitossanitarios € comum nas propriedades rurais brasileiras, sendo
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realizada em 97% das propriedades rurais. Esta pratica acontecia mesmo antes de
2017, quando no Brasil foi aprovada a portaria do MAPA, numero 148, de 26 de
dezembro de 2017, que permitiu a mistura de produtos fitossanitarios em um mesmo
tanque de pulverizagdo, sob responsabilidade do profissional habilitado (MAPA,
2018).

O controle quimico com inseticidas € uma das principais taticas de controle de
insetos-praga. Em média sdo realizadas por safra de sete a nove aplicacbes de
inseticidas quimicos na cultura do algoddo, quatro a doze na cultura do milho e de
duas a trés na cultura da soja, variando de acordo com a tecnologia Bt utilizada
(Informacdo pessoal, Spark Smarter Decisions). Outra forma de manejo é a
utilizacdo de produtos bioldgicos, opcdo que vem ganhando espaco em culturas de
pequena e larga escala no Brasil, com varios exemplos de sucesso (PARRA, 2014a;
PARRA; COELHO, 2019). A integracao destas praticas € interessante para o manejo
integrado de pragas e o manejo de resisténcia de insetos.

Ha alguns estudos que avaliaram a interacdo de ingredientes ativos em
mistura de tanque, evidenciando a interac&o sinérgica. E o caso da combinagdo do
inseticida biolégico B. thuringiensis e do inseticida quimico chlorantraniliprole no
manejo de P. xylostella (SHABBIR et al., 2021), T. absoluta (AMIZADEH et al., 2015)
e H. armigera (SHABBIR et al., 2021). A tendéncia desta mistura € estar disponivel
em breve aos produtores, uma vez que existem patentes aprovadas que apresentam
o efeito positivo da mistura (BRANSCOME et al., 2016a, 2019). Além da eficacia da
mistura, outro fator que deve ser avaliado é a sua persisténcia no ambiente, pois
ambos os inseticidas devem estar interagindo pelo mesmo periodo (CURTIS, 1985).
Caso contrario, aumenta a probabilidade da evolucéo da resisténcia.

Na avaliagdo da eficacia de uma mistura a interagéo da toxicidade combinada
de diferentes proporcdes deve ser avaliada (BLISS, 1939; BORGERT et al., 2001).
Os modelos de concentracdo aditiva (CA) e de acdo independente (Al) sé&o
comumente utilizados como referéncia no diagnostico de misturas, sendo o primeiro
utilizado com ingredientes ativos que ndo possuem interferéncia entre si e atuam no
mesmo sitio de acdo, e o segundo em ingredientes ativos que atuam independente
um do outro e possuem sitios de acdo diferentes (STREIBIG, 1987). A primeira
hipotese que se deve averiguar em uma mistura € a acado conjunta independente
dos ingredientes ativos. Ela é aceita caso a toxicidade de cada componente na

mistura ndo seja afetada pela toxicidade do outro componente e, que a
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suscetibilidade a um componente da mistura ndo esta relacionada com a
suscetibilidade ao outro componente. Caso esta hipdtese for negada, devemos
considerar 0 sinergismo ou O antagonismo como resposta. Sinergismo entre
produtos ocorre quando a mortalidade real € maior que a mortalidade esperada. Por
sua vez, no antagonismo ocorre uma mortalidade menor que a esperada
(ROBERTSON et al., 2007).

Os resultados obtidos com os experimentos utilizando os modelos de
concentracdo aditiva podem ser representados por gréficos de isobolograma, o qual
foi adaptado da farmacologia e introduzido na area de defensivos agricolas por
TAMMES (1964). Esta analise é pouco utilizada na area de entomologia, apesar de
ja estar amplamente difundida em outras areas da defesa vegetal, por apresentar
resultados conclusivos (NELSON; KURSAR, 1999; TALLARIDA, 2012). Métodos
complementares de analise de dados podem ser realizados através do software
Polomix® (ROBERTSON et al., 2007), pela analise de Colby (COLBY, 1967), ou pelo
indice de combinacdo (RAMAKRISHNAN; JUSKO, 2001). Entretanto, o método de
andlise deve ser cuidadosamente estudado para ndo gerar conclusdes equivocadas
(TABASHNIK, 1992).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta em campo e criacdo em laboratorio de H. armigera

A linhagem suscetivel de referéncia (LAB-SUS) de H. armigera foi coletada no
municipio de Luis Eduardo Magalhdes, no estado da Bahia (12° 05' 58" S e 45° 47"
54" O) na cultura do feijdo em 2013 e mantida em laboratorio por mais de 75
geracbes (~ 10 anos) sem pressdo de selecdo a inseticidas ou toxinas Bt.
Populacdes de H. armigera foram coletadas nas principais regiées produtoras de
soja e algodao do Brasil durante as safras 2020/2021 e 2021/2022 (Tabela 1). Cada
coleta foi de no minimo 350 individuos, os quais foram enviados ao laborat6rio em
bandejas de 16 células contendo dieta artificial (GREENE; LEPPLA; DICKERSON,
1976). A identificacdo molecular das amostras de campo foi realizada com o objetivo
de certificar a espécie, por meio da técnica de PCR-RFLP descrita por BEHERE et
al. (2008).

As lagartas foram individualizadas em copos de 50 ml contendo dieta artificial a
base de feijdo branco, gérmen de trigo, levedura de cerveja, proteina de soja e
caseina (GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976) até a fase de pupa. As pupas
foram desinfetadas com solugdo de sulfato de cobre 6,25% e posteriormente
acondicionadas conjuntamente em gaiolas de PVC (40 cm de diametro x 30 cm de
altura) fechada com malha do tipo ‘tule’ para substrato de oviposicdo. A cada dois
dias a solucdo de mel, substrato de alimentacdo dos adultos, foi substituida e o
tecido tipo ‘tule’ com as posturas retirado e acondicionada em copos plasticos de
500 mL até eclosé@o das neonatas. Diariamente as neonatas foram inoculadas para
copos plasticos de 100 mL contendo dieta artificial. Quando atingiam o 3° instar,
foram repicadas individualmente para copos de 50 mL. Durante todo o ciclo de
desenvolvimento o0s insetos foram mantidos em condicdes controladas de
laboratorio, com temperatura de 25 + 1 °C, umidade relativa de 70 £ 10% e fotofase
de 14 horas.
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Tabela 1. Codigo da populacéo, localizagéo, cultura hospedeira e data da coleta das
populacdes utilizadas no monitoramento da suscetibilidade de H. armigera a

chlorantraniliprole.

Cédigo da A Latitude e Data da
~ Localizagéo ; Cultura
populacéo longitude coleta
Luis Eduardo Magalhées - 12° 05’ 58”; -
LAB-SUS BA 450 47 54" Feijao Set. 2013
Safra 2020/2021
. 15° 25’ 237; .
MT 1 Primavera do Leste - MT 540 22 12" Soja Nov. 2020
S 16° 26’ 597 .
GO1 Cristalina — GO 47° 39 41" Soja Jan. 2021
I 17° 09 367; .
MT 2 Itiquira - MT 540 45' 21" Soja Fev. 2021
. 12° 28 177 =
MT 3 Sorriso - MT 55° 40° 18" Algodéao Abr. 2021
~ 18° 44’ 287, ~ .
MS 1 Chapadéo do Sul - MS 50° 33 97" Algodéao Mai.2021
Safra 2021/2022
. 18° 12’ 417, .
MS 2 Costa Rica - MS 53° 12" 17" Nabo forrageiro Nov. 2021
: 11°45' 04”; .
BA 1 Correntina - BA 45° 46' 34" Soja Nov. 2021
- 16° 29’ 017 .
GO 2 Luziania - GO 47° 54° 47" Nabo forrageiro Nov. 2021
. 13° 41’ 167 x
MT 4 Lucas do Rio Verde - MT 56° 01’ 40" Algodéo Dez. 2021
. 18° 20’ 197 .
MS 3 Costa Rica - MS 52° 50’ 20" Soja Dez. 2021

3.2. Monitoramento da suscetibilidade de H. armigera a chlorantraniliprole

O monitoramento da suscetibilidade de H. armigera a chlorantraniliprole (Prémio®
200 g/L, FMC Quimica do Brasil Ltda, SP, Brasil) foi realizado com populacdes de
campo coletadas na safra 2020/2021 e 2021/2022 (Tabela 1). Para a realizacdo do
monitoramento, foi utilizado o meétodo de bioensaio de ingestdo mediante
contaminacdo da superficie da dieta artificial com diferentes concentracbes do
inseticida. Para tanto, foram utilizadas placas de acrilico de 24 células (Costar®),
com éarea de 1,9 cm?/célula e em cada célula foram vertidos cerca de 1,25 mL de
dieta artificial. Ap6s a secagem da dieta, foi aplicado um volume de 30 pL de
chlorantraniliprole na dose diagndstica de 0,99 ug i.a. cm2 acrescida de surfactante
(Triton® X-100, Labsynth SP, Brasil) na concentracdo de 0,1%, para obter uma

distribuicdo uniforme da solucéo sobre a superficie da dieta gelificada (PEREIRA et
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al. 2020). Apos secagem do inseticida, foram inoculados aproximadamente 240
insetos de terceiro instar de cada uma das populacdes de campo. Os bioensaios
foram realizados entre as geragfes F1 e Fs3, visto que devido a baixa viabilidade de
algumas populagdes, foi necessario aumentar o numero de individuos pela criagao
em laboratério. O tratamento controle foi composto por 4 placas de 24 células com
aplicacdo somente de agua destilada e surfactante a 0,1%.

As placas acrilicas com os insetos foram seladas e mantidas em uma camara
climatizada com condi¢cdo controlada de temperatura (25 1 °C), umidade relativa
(70 = 10%) e fotofase (14 horas). A avaliacdo da mortalidade foi realizada 96 horas
apos as infestacdes, sendo consideradas mortas lagartas que ndo apresentavam
movimentos vigorosos ao serem estimuladas com pincel de ponta fina de cerdas. O
teste de Dunnett (P> 0,05) para verificar se ha diferencas entre as médias de
sobrevivéncias na dose diagnostica de chlorantraniliprole das populacdes testadas

com a média da linhagem LAB-SUS.

3.3. Selecao de linhagem de H. armigera resistente a chlorantraniliprole

A selecdo da linhagem resistente de H. armigera a chlorantraniliprole (R-CHL) foi
realizada pelo método de F2 screen (ANDOW; ALSTAD, 1998) da populagéo
advinda de ltiquira — MT (MT 2). A formacdo de isofamilias foi feita mediante
isolamento de adultos em casais mantidos em gaiolas de PVC (20 cm altura x 10 cm
diametro). A progénie de cada isofamilia (geracdo Fi) foi criada isoladamente em
bandejas plasticas de 32 células (Advento do Brasil, SP, Brasil), em um numero
maximo de 128 lagartas. As pupas provenientes de cada isofamilia foram colocadas
em gaiolas de PVC (40 cm de diametro x 30 cm de altura) de maneira que cada
gaiola correspondeu a uma isofamilia. A progénie de cada isofamilia (geragéo F2) foi
mantida isolada até o 3° instar de desenvolvimento para os bioensaios de ingestao
com chlorantraniliprole, conforme descrito anteriormente, sendo testados
aproximadamente 120 insetos por isofamilia. Os insetos sobreviventes ap6s 96
horas, foram transferidos individualmente para copos de 50 mL com dieta artificial,
no qual acompanhou-se seu desenvolvimento até a emergéncia do adulto. Os
adultos que completaram o ciclo foram criados conjuntamente em gaiolas de PVC

(40 cm de diametro x 30 cm de altura) para a selecao de linhagem resistente, a qual
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foi mantida em laboratério sob pressédo de selecdo com dose crescente a partir da
dose diagnéstica até a dose de 2,85 g i.a. cm2 de chlorantraniliprole.

Para observar a resposta da linhagem R-CHL a pressao de selegcédo, foram
realizados bioensaio de dose-resposta da geracdo Fs até a geracdo Fi1 para
estimativa da DLso. Para comparagéo, foram realizadas curvas dose-resposta para a
linhagem LAB-SUS e para a populacdo MT-2. Os dados de sobrevivéncia obtidos
nestes bioensaios foram submetidos a andlise de regressao de Probit no software R
(R CORE TEAM, 2023), utilizando o pacote MASS, para estimativa das doses letais
50 (DLso) e seus respectivos intervalos de confianca (IC 95%) (VENABLES; RIPLEY,
2013). A razao de resisténcia foi calculada dividindo a DLso da linhagem resistente
pela DLso da linhagem suscetivel (ROBERTSON et al., 2017).

3.4. Caracterizacdo do padrdo de heranca da resisténcia de H. armigera a

chlorantraniliprole

A caracterizagcao da resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole foi realizada
com bioensaios de dose-resposta das linhagens resistente (R-CHL) e suscetivel
(LAB-SUS). Aproximadamente 500 individuos de cada linhagem foram submetidos a
bioensaios de ingestéo, utilizando-se de seis a oito doses de 0,005 a 15,79 ug i.a.
cm2 espacadas logaritmicamente do inseticida chlorantraniliprole, com mortalidade
variando de 5 a 95%. Os dados de sobrevivéncia obtidos nestes bioensaios foram
analisados conforme o item 3.3.

Para determinar as bases genéticas da resisténcia de H. armigera a
chlorantraniliprole, cruzamentos reciprocos entre R-CHL e LAB-SUS foram
realizados (H1 e H2) e submetidos a bioensaios de dose-resposta (item 3.3). A
analise estatistica de likehood ratio test (LRT) e analise de paralelismo e igualdade
foi feita para verificar se as linhagens possuem comportamento semelhante. O grau
de dominancia da resisténcia (D) foi estimado pela equagdo proposta por

BOURGUET; GENISSEL; RAYMOND (2000), descrita a seguir:

_ MRS — MSS
" MRR — MSS

Sendo MRR, MRS e MSS as mortalidades nas doses testadas da linhagem

resistente, heterozigota e suscetivel, respectivamente. Valores de D = 1 sugerem
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heranca completamente dominante, D = 0 sugerem heranca completamente
recessiva, enquanto valores intermediarios sugerem herancas incompletas
(BOURGUET; GENISSEL; RAYMOND, 2000).

O método de STONE (1968) também foi utilizado para determinagdo da

dominancia da resisténcia, conforme equacao a seguir:

_ 2XF —XR—XS
- XR-XS

Sendo XR, XF e XS os valores logaritmicos das DLso estimadas da linhagem
resistente, heterozigota e suscetivel, respectivamente. Valores de D = 1 sugerem
heranca completamente dominante, D = -1 sugerem heranca completamente
recessiva, enquanto valores intermediarios sugerem herancgas incompletas (STONE,
1968).

Para estimar o nimero de genes envolvidos na resisténcia de H. armigera a
chlorantraniliprole, seguiu-se a metodologia proposta por (ROUSH; DALY, 1990) e
(TSUKAMOTO, 1983). Ambos os heterozigotos (H1 e H2) foram cruzados com o
parental fenotipicamente mais distinto dos heterozigotos (linhagem LAB-SUS) e a
prole submetida ao bioensaio de dose-resposta. As concentragcdes utilizadas fora de
0,002 a 0,5 pg i.a. cm™. A possibilidade de heranca monogénica foi avaliada a
partir do teste qui-quadrado (x?) proposto por (SOKAL; ROHLF, 1995), descrito a
sequir:

(Ni — p ni)?
T (pan)

2

Sendo Ni a mortalidade observada na concentracdo i, ni o0 nimero de individuos
testados, q = 1-p e p a mortalidade esperada a partir do modelo mendeliano
(GEORGHIOU, 1969), descrita a sequir:

_(a+bh)
P=""

Sendo a porcentagem de mortalidade da linhagem heterozigota representada por a,

e b a porcentagem de mortalidade da linhagem parental utilizada. A hipotese de
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heranca monogénica foi rejeitada quando o x? calculado foi maior ou igual ao x?
tabelado a 1 grau de liberdade e P<0,05.

A estimativa de numero de loci relacionados a resisténcia de H. armigera a
chlorantraniliprole foi calculada a partir de férmula proposta por LANDE (1981),
descrita a seguir:

(XRR — XSS)?
nE =
(8as?)

Sendo XRR e XSS corresponde ao logio da CLso das linhagens R-CHL e LAB-SUS
respectivamente, e o2 = o8’1 + g% — [0r%1 + 0.50rr?*+ 0.50s5%] correspondem as
variacoes fenotipicas estimadas pelo inverso do coeficiente angular ao quadrado dos

2 retrocruzamentos, da linhagem heterozigota, resistente e suscetivel.

3.5. Resisténcia cruzada entre chlorantraniliprole e outras diamidas

Para avaliar a resisténcia cruzada entre chlorantraniliprole e outras diamidas
foram utilizados individuos de terceiro instar das linhagens LAB-SUS e R-CHL. A
DLso de cada linhagem foi estimada a partir de bioensaios de ingestdo pelo método
de dose-resposta, conforme descrito anteriormente, para cada ingrediente ativo. Foi
utilizado concentragbes que variaram de 0,005 a 7.578,94 ug i.a. cm?2 para o
ingrediente ativo flubendiamide (Belt®, 480 g a.i.L-1, Bayer S.A., Sédo Paulo, SP,
Brasil), de 0,016 a 157,89 g i.a. cm2 para cyantraniliprole (Benevia®, 100 g a.i.L-1,
FMC, Campinas, SP, Brasil) e de 0,002 a 0,0505 ug i.a. cm2 para cyclaniliprole
(Goemon®, 50 g a.i.L-1, ISK, Indaiatuba SP, Brasil). A razdo de resisténcia foi
calculada dividindo a DLso da linhagem resistente pela DLso da linhagem LAB-SUS
para cada ingrediente ativo (ROBERTSON et al., 2017).

3.6. Custo adaptativo da resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole em
dieta artificial e folha de soja ndo-Bt

O custo adaptativo associado a resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole foi
estimado mediante alimentacdo com dieta artificial e com folhas de soja néao-Bt

(BMX Poténcia RR). Para tanto, utilizou-se a geracao Fis das linhagens R-CHL e da
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linhagem suscetivel de referéncia de mesma composicdo genética (S-CHL). A
linhagem S-CHL foi selecionada pelo método de F2 screen da populacdo MT-2,
conforme descrito no item 3.3. Entretanto para estabelecimento da linhagem
suscetivel de mesma composicdo genética, foram selecionadas 4 isofamilias que
tiveram 100% de mortalidade nos ensaios de dose-resposta com a dose diagnostica.
Lagartas destas 4 isolinhas, que ndo haviam sido submetidas ao bioensaio, foram
utilizadas para montagem da linhagem S-CHL, que foi mantida em laboratério sem
pressédo de selecdo a inseticidas. As linhagens R-CHL e S-CHL foram previamente
adaptadas no substrato de alimentacdo por no minimo 2 geracfes, antes de
realizacdo dos ensaios de custo adaptativo. Individuos heterozigotos oriundos do
cruzamento R-CHL & x S-CHL @ também foram utilizados neste ensaio.

Neonatas das linhagens S-CHL, R-CHL e heterozigota foram individualizadas,
com auxilio de pincel fino, em placas de plastico de 16 células (Advento do Brasil,
Séo Paulo, Brasil), que continham o devido substrato de alimentacdo. As placas
foram acondicionadas em camaras climatizadas a 25° + 2 °C, 65 £10% de umidade e
fotofase de 14 horas. O delineamento utilizado inteiramente casualizado com 8
repeticbes de 16 lagartas cada, totalizando 128 lagartas/linhagem/fonte de alimento.
Os parametros biologicos avaliados foram a duracdo do desenvolvimento e
sobrevivéncia das fases de ovo, larva, pupa, periodo ovo-adulto, peso de lagartas
aos 14 dias, peso de pupas de 24 horas, razdo sexual, longevidade dos adultos,
fecundidade, fertilidade e duracéo dos periodos de pré-oviposi¢ao, oviposicdo e poés-
oviposicéo. Diariamente realizou-se avaliacdes para determinar os parametros de
duracdo de desenvolvimento e sobrevivéncia das fases de ovo, larva, pupa e
periodo ovo-adulto. Por sua vez, a longevidade dos adultos, fecundidade, fertilidade,
duracdo dos periodos de pré-oviposicdo, oviposicdo e pos-oviposicdo foram
avaliados a partir da formacédo de 20 casais de cada linhagem. Estes casais foram
individualizados em gaiolas de PVC (20 cm altura x 10 cm diametro) revestidos com
papel A4, com solucéo de mel (10%) para alimentacdo e coberta com um ‘tule’ para
oviposicado da mariposa. Diariamente foram retiradas as posturas para contabilizar o
namero de ovos e o0 numero de adultos mortos nas gaiolas. A segunda e a terceira
postura de cada casal foi utilizada para aferir a viabilidade dos ovos e o periodo
embrionario, alocando os ovos em copos de 500 mL e logo em seguida, em camara

climatizada a 25° + 2 °C, umidade de 65 + 10% e fotofase de 14 horas.
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Os parametros de custo adaptativo das linhagens de H. armigera que se
alimentaram em dieta artificial e folha de soja ndo-Bt foram analisados no software R
(R CORE TEAM, 2023) inicialmente no pacote ExpDes. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de residuo para verificagdo de normalidade dos dados e
homogeneidade das varidncias a partir do teste Shapiro-Wilk e teste de
Oneillmathews. Quando necessario os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), seguindo procedimento PROC GLM. As médias dos tratamentos
foram comparadas utilizando o método dos minimos quadrados ajustados com o
teste Tukey (Ismeans). A partir do protocolo “lifetable.sas” (MAIA et al., 2014) no
SAS 9.1 foi confeccionada uma tabela de vida de fertilidade. Nela foram definidos a
taxa liquida de reproducéo (Ro), o intervalo médio entre geracdes (T), a razao finita
de crescimento (A) e a taxa intrinseca de crescimento (rm). O custo adaptativo
relativo foi calculado pela divisdo do rm da linhagem resistente ou heterozigoto pelo

rm da linhagem suscetivel.

3.7. Mistura de inseticidas como estratégia de manejo da resisténcia de H.

armigera

A avaliacdo da mistura de chlorantraniliprole e B. thuringiensis (Dipel ES-NT® 250
g/L, Sumitomo Chemical Brasil Industria Quimica S.A., CE, Brasil) como estratégia
de manejo da resisténcia de H. armigera foram avaliados mediante construcao de

isobologramas e avaliacdo da persisténcia da mistura.

3.7.1. Isobolograma

Curvas de dose-resposta para caracterizar a suscetibilidade das linhagens
LAB-SUS e R-CHL foram realizadas com insetos de 3° instar para chlorantraniliprole
(chl) e B. thuringiensis (Bt) para as estimativas da DLso de cada inseticida para
ambas as linhagens. A partir da DLso de cada ingrediente ativo foram realizadas
misturas nas proporg¢des (chl:Bt) de 0:1 (0:100), 1:1 (50:50), 1:0 (100:0), 2:1 (66:33),
1:2 (33:66), 3:1 (75:25) e 1:3 (25:75) da DLso de cada inseticida e exposto aos
insetos pelo método de bioensaio de ingestdo por tratamento superficial da dieta,

conforme descrito anteriormente. Para cada proporgéo de mistura foi realizado uma
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curva dose-resposta. Os dados de sobrevivéncia obtidos neste ensaio foram
submetidos a analise de regressdo de Probit no software R (R CORE TEAM, 2023),
utilizando o pacote MASS, para estimativa da DLso das misturas e seus respectivos
intervalos de confianca (IC 95%)(VENABLES; RIPLEY, 2013). Finalmente, os
resultados foram analisados mediante construcao de isobologramas, para observar
se existe efeitos de aditividade, sinergismo ou antagonismo entre 0s componentes
da mistura (HUANG et al.,, 2019; TALLARIDA, 2000; TAMMES, 1964). Foram
testados os modelos de concentragdo aditiva (CA) e Hewlett e Voelund para
identificar o padréo de resposta da mistura entre chlorantraniliprole e B. thuringiensis
(RITZ; STREIBIG; KNISS, 2021).

3.7.2. Persisténcia da mistura de chlorantraniliprole e B. thuringiensis

Para verificar a persisténcia de chlorantraniliprole e B. thuringiensis em
condicBes de campo, utilizou-se a dose recomendada em bula de cada ingrediente
ativo, testados individualmente e em mistura (Tabela 2). As plantas de soja n&o-Bt
(TMG 7662 RR) em estadio vegetativo V5-V6 foram pulverizadas com pulverizador
costal de CO2 em um volume de pulverizagdo de 150 L/hectare, conforme
recomendacao da bula dos produtos comerciais, com pressao constante e bico tipo
leque (XR 110.015). As folhas de soja ndo-Bt foram coletadas 0, 1, 3, 8, 14 e 21 dias
apos a pulverizacdo, sempre na altura do 5° n6 (folhas que receberam pulverizacao
do inseticida), de baixo para cima, e levadas ao laboratério para serem fornecidas,
individualmente, as lagartas de 3° instar de H. armigera, em placas de 16 células.
Cada célula continha agar a 2,5% coberto por um papel filtro para manter a umidade
do ambiente. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados em
esquema de parcelas subdivididas, com um total de 16 parcelas (15 m?2 cada),
divididas em 4 blocos e 6 subparcelas, correspondendo a cada dia de avaliagdo. Os
tratamentos foram compostos por 4 repeticdes de 16 insetos, totalizando 64 insetos
por dia/tratamento. A mortalidade foi avaliada apés 7 dias depois da infestacdo dos
insetos nos diferentes tempos de avaliacdo, sendo consideradas mortas as lagartas
gue apresentaram movimento descoordenado ao toque de um pincel.

Para andlise estatistica os dados foram submetidos a anélise de variancia

(ANOVA), seguindo procedimento PROC GLM. As comparacdes entre 0s
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tratamentos foram realizadas pelas médias dos minimos quadrados com ajuste de
Tukey (P> 0,05).

Tabela 2. Tratamentos e doses utilizadas no experimento de persisténcia da
mistura de chorantraniliprole e B. thuringiensis no manejo de H. armigera em
condicdes de campo.

Tratamentos Ingrediente ativo Dose (g.i.a ha?)

1. Controle - -
2. Prémio® + Dipel ES NT® Chlorantraniliprole + B. thuringiensis 16 + 162,5
3. Dipel ES NT® B. thuringiensis 162,5

4. Prémio® Chlorantraniliprole 16
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4. RESULTADOS

4.1. Monitoramento da suscetibilidade de H. armigera a chlorantraniliprole

Foi observado uma sobrevivéncia média entre 6,35% e 30,83% na avaliacdo da
suscetibilidade a chlorantraniliprole em populacées de H. armigera avaliadas entre
as safras de 2020/2021 a 2021/2022, utilizando-se de bioensaio de dose diagndstica
(Figura 1). Oito populacdes apresentaram sobrevivéncias superiores ao da linhagem
suscetivel de referéncia. Apenas as populacdes coletadas em Costa Rica (MS) ndo
apresentaram diferenca significativa. A maior sobrevivéncia foi encontrada na
populacdo MT 2 (30,83%), seguida das populacbes GO 2 (20,83%) e MT 4
(18,75%).
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Figura 1. Sobrevivéncia de H. armigera na dose diagndstica de 0,99 ug i.a. cm2 de
chlorantraniliprole em populagcdes de campo coletadas na safra 2020/2021 e
2021/2022.

4.2. Selecao de linhagem resistente de H. armigera a chlorantraniliprole

A partir do método de F2 screen com a populacéo coletada em Itiquira — MT
(MT 2) foram estabelecidas 51 isolinhas, das quais 13 isolinhas (1108 lagartas)

foram testadas na geracdo F2 na dose diagnostica de 0,99 pg i.a. cm2 Os
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sobreviventes destas isofamilias (142 adultos) foram resgatados para estabelecer a
linhagem R-CHL.

Foi observado uma resposta positiva a pressdo de selecado, verificando-se
aumento gradual na DLso para chlorantraniliprole, sendo que na geragao Fs a DLso foi
de 0,544 ug i.a. cm?2, aumentando até 3,125 ug i.a. cm?2 na geragao Fi1. A linhagem
LAB-SUS apresentou uma DLso de 0,021 pg i.a. cm?2. A razdo de resisténcia na

geracéao Fi1foi de 149 vezes (Tabela 3).

Tabela 3. Resposta a selecdo da linhagem resistente de H. armigera a
chlorantraniliprole (R-CHL) exposta a dose diagnéstica de 0,99 pg i.a. cm2 de
chlorantraniliprole.

Linhagem . Coeficiente . ] o :
(geragéo) n angu|ar + EP DLso (IC 95 A)) gl X (P) RR
LAB-SUS 432  293+022 0,021 (0,019-0,024) 1,84(076) -
MT2(F) 528  250+020 0,157 (0,137-0,179) 410(0,39) 7

R-CHL (Fs) 492 2,49+021 0,544 (0,474-0,624) 2,67(0,61) 26
1,36(0,85) 41
2,78(0,59) 43
1,43(0,84) 75

1,54(0,90) 149

R-CHL (Fs) 576 2,37+0,18 0,852 (0,747-0,972)
R-CHL (F) 408 252+0,21 0,895 (0,782-1,025)
R-CHL (Fi) 444 2,67+0,22 1,566 (1,387-1,768)
R-CHL (Fi) 504 2,07+0,16 3,125 (2,690-3,630)

o A A B b~ IiDdiD

aNamero de individuos testados
b Dose responsavel pela mortalidade de 50% dos individuos testados em pg i.a./cm?e
intervalo de confianca a 95%.
¢grau de liberdade.
ao
qui-quadrado.
¢ Razéo de Resisténcia: DLso da linhagem R-CHL/ DLso da linhagem S-CHL.

4.3. Caracterizacdo do padréo de heranca da resisténcia de H. armigera a

chlorantraniliprole

O valor da estimativa da DLso da linhagem R-CHL (Fi12) ap0s 10 geracdes de
selegéo foi de 2,971 ug i.a./cm?, assim como para a linhagem LAB-SUS foi de 0,021
ug i.a./cm?, que resultou em uma razédo de resisténcia de 142 vezes. A partir de
analise de likehood ratio test rejeitou-se a hipotese HO, mostrando que a linhagem
R-CHL e LAB-SUS séao diferentes (y2 = 37,2, g.l. = 1, p<0,01). As estimativas de
DLso para os heterozigotos H1 e H2 foram de 0,562 ug i.a./cm? e 0,519 ug i.a./cm?,
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resultando em uma razao de resisténcia de 27 e 24 vezes, respectivamente (Tabela
4). A partir de analise de LRT das curvas de dose-resposta das linhagens
heterozigotas, foi aceita a hipétese que as linhagens sdo semelhantes (x2 = 0,17,
g.l.=1, p=0,865). Finalmente, 0 mesmo resultado foi encontrado a partir da hipétese
de igualdade e paralelismo (2 = 4,37, g.l.= 1, p=0,08), onde se aceitou a hipbétese
nula, ou seja, a resisténcia ndo esta ligada ao sexo e ndo ha efeito maternal, sendo

caracterizada como heranga autossomica.

Tabela 4. Dose-resposta das linhagens suscetivel (LAB-SUS), heterozigotas (H1 e
H2) e resistente (R-CHL) de H. armigera a chlorantraniliprole.

Linhagem a Coeficiente

04)P c 2 d e
(geracéo) n angular + EP DLso (IC 95%) gl 2 (P) RR
LAB-SUS 432  2,93+022  0,021(0,019-0,024)a 4 1,84(0,76) ;
R-CHLQxLAB- )
SUS3(H1) 580 1,59+ 0,12 0,562 (0,472-0,668) b 6 6,73(0,35) 27
R-CHLJ&xLAB-
SUSQ(H2) 580 1,56+ 0,13 0,519 (0,439-0,614) b 5 2,58(0,76) 24
R-CHL 631 2,39+ 0,16 2,971 (2,638-3,346) c 4 4,38(0,36) 142

aNumero de individuos testados

bDose responsavel pela mortalidade de 50% dos individuos testados em g i.a./cm?e intervalo de
confianca a 95%.

¢grau de liberdade.

d qui-quadrado

¢ Razéo de Resisténcia: DLso da linhagem R-CHL/ DLso da linhagem LAB-SUS.

A partir do método de Bourguet, foi verificado que a dominancia da resisténcia de
H. armigera a chlorantraniliprole € dependente da dose, sendo considerada como
incompletamente dominante (DML > 0,60) na dose de bula de chlorantraniliprole.
Entretanto a dominéncia da resisténcia diminuiu de acordo com o aumento das

doses do ingrediente ativo (Figura 2).
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Figura 2. Dominancia da resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole em
diferentes doses estimada pelo método de Bourguet.

Pelo método de Stone, o grau de dominancia dos heterozigotos H1 e H2 foi de
0,32 e 0,29 respectivamente. Esse valor também indica que a resisténcia a
chlorantraniliprole em H. armigera é incompletamente dominante.

A mortalidade observada dos retrocruzamentos foi significativamente diferente da
esperada pela andlise de qui-quadrado (x?) em quase todas as concentracoes,
rejeitando a hipétese de heranca monogénica (Tabela 5). Desta forma, podemos
sugerir que a heranca da resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole é
poligénica, ou seja, ligado a mais de um gene. Pela férmula proposta por LANDE
(1981), de 1,18 a 1,3 loci contribuem efetivamente na resisténcia de H. armigera a
chlorantraniliprole, sugerindo que mesmo com carater poligénico a resisténcia esta

associada a poucos loci.
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Tabela 5. Andlise de qui-quadrado (x?) baseada na mortalidade observada e
esperada dos retrocruzamentos oriundos dos heterozigotos H1 e H2 com a linhagem
LAB-SUS de H. armigera em 8 concentracdes

Concentracao Mortalidade nos retrocruzamentos
(ug i.a./cm?) n2 Obs.” Esp.° X P
R1=9 H1x & LAB-SUS
0,005 71 4% 1% 4* 0,0411
0,009 72 22% 8% 18* <0,0001
0,016 72 46% 18% 38* <0,0001
0,029 72 60% 31% 27* <0,0001
0,051 72 61% 42% 10* 0,0012
0,089 72 76% 56% 12* 0,0005
0,159 72 82% 57% 18* <0,0001
0,286 72 89% 64% 20* <0,0001
R2 =9 LAB-SUS x 4 H1
0,005 72 8% 1% 25* <0,0001
0,009 72 25% 8% 26* <0,0001
0,016 72 22% 18% 1 0,3580
0,029 72 61% 31% 30* <0,0001
0,051 72 63% 42% 12* 0,0005
0,089 69 74% 56% o* 0,0031
0,159 72 82% 57% 18* <0,0001
0,286 72 88% 64% 18* <0,0001
R3 =9 H2x 4 LAB-SUS
0,005 72 17% 1% 123* <0,0001
0,009 72 24% 8% 22* <0,0001
0,016 71 37% 18% 17* <0,0001
0,029 72 63% 31% 33* <0,0001
0,051 72 58% 42% 8* 0,0060
0,089 72 78% 59% 11* <0,0001
0,159 72 82% 50% 29* <0,0001
0,286 72 96% 67% 27* <0,0001
R4 = Q LAB-SUS x & H2
0,005 72 6% 1% o* 0,0025
0,009 72 25% 8% 26* <0,0001
0,016 72 31% 18% 8* 0,0058
0,029 72 43% 31% 5* 0,0306
0,051 68 51% 42% 2 0,1284
0,089 72 72% 59% 5* 0,0196
0,159 72 81% 50% 27* <0,0001
0,286 72 93% 67% 22* <0,0001

aNumero de individuos testados
b Mortalidade observada nos retrocruzamentos em determinada dose
¢ Mortalidade esperada nos retrocruzamentos em determinada dose



40

4.4. Resisténcia cruzada entre chlorantraniliprole e outras diamidas

A resisténcia cruzada foi verificada entre chlorantraniliprole e outras diamidas
testadas. A menor razdo de resisténcia foi encontrada foi para cyclaniliprole (28
vezes), seguida da diamidas cyantraniliprole (422 vezes) e flubendiamide (23.388

vezes) (Tabela 6).

Tabela 6. Resposta da linhagem suscetivel (LAB-SUS) e resistente (R-CHL) de H.
armigera exposta a bioensaio de dose-resposta com outras diamidas.

Coeficiente
Linhagem Inseticida né angular + DLso (IC 95%)° glc  x2(P)¢ RR®
EP
Cyantraniliprole 480 2,70+ 0,19 o, 02’1?2?077) 4 (32‘71) -
LAB-SUS Cyclaniliprole 444  2,66+0,21 (0’08’5?8?007) 4 (égs) -
Flubendiamide 600 2,34 +0,16 (0’0(2)’1?3?1027) 5 (ggg) -
Cyantraniliprole 424 2,26 + 0,19 (24,551217%,08) 4 (égg) 422
R-CHL Cyclaniliprole 384 2,11+0,19 (0’1261_2?195) 4 (8;471) 28
Flubendiamide 396 1,17 +0,12 (429,56%%;33?3,38) 7 (352) 23.388

aNumero de individuos testados

bDose responsavel pela mortalidade de 50% dos individuos testados em ug i.a./cmZ2e intervalo de
confianca a 95%.

¢grau de liberdade.

d qui-quadrado

¢ Razao de Resisténcia: DLso da linhagem R-CHL/ DLsp da linhagem LAB-SUS

45. Custo adaptativo associado a resisténcia de H. armigera a
chlorantraniliprole em dieta artificial e folha de soja néo-Bt

N&o houve diferenca significativa para o tempo de desenvolvimento de ovo
(dieta artificial: F = 1,92; g.l.= 2, P = 0,18 e folhas de soja ndo-Bt: F = 2,29; g.l.=2, P
= 0,13), nem para a viabilidade da fase de ovo (dieta artificial: F = 0,5; g.l.=2, P
=0,61 e folhas de soja ndo-Bt: F = 4,47; g.l.= 2, P = 0,031) entre as linhagens (Figura
3). O tempo de desenvolvimento de ovo variou entre 3 e 4 dias, e a média da
viabilidade na dieta artificial e folha de soja ndo-Bt foi de 88,6% e de 81%.
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O tempo de desenvolvimento do periodo larval foi diferente entre as linhagens
em dieta artificial (F = 40,94; g.l.= 2, P <0,001) e em folha de soja ndo-Bt (F = 5,71,
g.l.= 2, P =0,015) (Figura 3). Em ambos os substratos de alimentacdo a linhagem R-
CHL apresentou o maior tempo de desenvolvimento larval (dieta artificial: >20 dias;
folhas de soja ndo-Bt:>25,5 dias). Entretanto, quando alimentadas com dieta atrtificial
ou folha de soja ndo-Bt, ndo se observou diferenca significativa na sobrevivéncia
larval (dieta artificial: df = F = 2,49; g.1.=2, P = 0,11 e folhas de soja ndo-Bt: F = 2,05,
g..=2, P =0,16). A média de sobrevivéncia do periodo larval em dieta artificial foi de
80,6% e em folhas de soja ndo-Bt de 77%.

O tempo de desenvolvimento de pupa foi igual entre as linhagens em dieta
artificial (F = 2,30, g.1.=2, P = 0,13) e em folha de soja ndo-Bt (F = 1,15, g.1.=2, P =
0,24) (Figura 3). Em dieta artificial o tempo médio de desenvolvimento foi de 14,3
dias e de 13,42 dias em folha de soja ndo-Bt. Por sua vez, a sobrevivéncia das
pupas apresentou diferenca significativa entre as linhagens em dieta artificial (F =
6,04, g.1.=2, P < 0,05) e em folha de soja néo-Bt (F = 3,95, g.1.=2, P = 0,043), com
maiores sobrevivéncias na linhagem S-CHL (89% e 83%, respectivamente).

As duas fontes alimentarem influenciaram significativamente no tempo de
desenvolvimento ovo-adulto entre as linhagens, tanto em dieta artificial (F = 38.87,
g.l.=2, P <0,001), como em folha de soja ndo-Bt (F = 4,24, g.1.=2, P = 0,036) (Figura
3). A linhagem R-CHL apresentou maior tempo de duragdo ovo-adulto tanto em dieta
artificial (>38 dias), como em folha de soja ndo-Bt (>41,3 dias). No periodo ovo-
adulto também houve diferenca significativa na viabilidade entre as linhagens em
dieta artificial (F = 8,04, g.1.=2, P < 0,005), em folha de soja ndo-Bt (F = 10,21, g.l.=2,
P = 0,002). A linhagem S-CHL apresentou a maior sobrevivéncia do parametro ovo-
adulto em dieta artificial (66%) e em folha de soja n&o-Bt (54%).
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Figura 3. Tempo de desenvolvimentos e sobrevivéncia das fases de ovo, larva,
pupa e ovo-adulto das linhagens resistente (R-CHL), suscetivel (S-CHL) e
heterozigota (H1) de H. armigera em a) dieta artificial e b) Folhas de soja nao-Bt.
Colunas seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey.
(P>0,05).

Os parametros de peso larval e o peso de pupa nao diferiram entre as
linhagens em dieta atrtificial (peso larval: F = 2,27, g.1.=2, P =0,13 e peso de pupa: F
= 0,83, g.l.= 2, P =0,45). Diferente do encontrado em folhas de soja nao-Bt, a qual
teve diferenca estatistica entre os tratamentos no peso larval (F=90,1, g.l.= 2,
P<0,01) e no peso de pupa (F= 5,93, g.l.= 2, P=0,013). As linhagens R-CHL e H1
apresentaram uma diminuicdo de aproximadamente 30% no peso larval e
aproximadamente 10% no peso de pupa. Em dieta artificial o peso médio foi de 270
mg na fase larval e 297 mg na fase de pupa, enquanto em folhas de soja nao-Bt foi

de 118 mg e 181 mg, respectivamente (Tabela 7).
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Tabela 7. Parametros biolégicos das linhagens suscetivel (S-CHL), heterozigota
(H1) e resistente (R-CHL) de H. armigera alimentadas em dieta artificial e folhas de
soja néo-Bt.

Linhagens Peso larval (mg)? Peso de pupa (mg)®
Dieta atrtificial
S-CHL 284 +69,68 a° 312,85+7,25a
H1 281,75+ 35,03 a 294,33 £ 19,59 a
R-CHL 247,41 £82,91 a 287,12 +39,15 a
Folhas de soja ndo-Bt
S-CHL 148,44 +38,91 a 196,36 £ 13,89 a
H1 114,83 £ 18,85b 170,52+21,12 b
R-CHL 92,29+2270 b 178,21 + 15,81 ab

2Peso larval aos 14 dias.

bPeso de pupa com <24 horas.

®Valores representam médias * desvio padrdo. Médias na coluna com as mesmas letras néo
apresentam diferenca significativa (Teste Tukey, P > 0.05).

Na tabela de vida de fertiidade as linhagens apresentaram diferencas
significativas em dieta artificial e folha de soja ndo-Bt, que variaram também com o
substrato de alimentacdo. Em dieta artificial, a linhagem S-CHL apresentou os
parametros de intervalo médio entre geracgdes (T), taxa liquida de reproducéo (Ro),
taxa intrinseca de crescimento populacional (rm) e razédo finita de aumento da
populagcdo (A) com valores superiores para 0 crescimento populacional, quando
comparada com as linhagens R-CHL e H1. O custo adaptativo relativo da linhagem
R-CHL e H1 foi de 0,7 e 0,8 respectivamente (Tabela 8).

As linhagens alimentadas em folha de soja ndo-Bt apresentaram diferenca
significativa apenas na duracdo média entre geracdes (T). Para os parametros taxa
liguida de reproducéo (Ro), taxa intrinseca de crescimento populacional (rm) e razao
finita de aumento da populagao (A) todas as linhagens tiveram comportamento igual.
N&o foi observado custo adaptativo relativo da linhagem R-CHL e H1, evidenciando
que no substrato de alimentacdo natural (folha de soja) ndo existe desvantagem
adaptativa.

Os substratos de alimentacédo tiveram influéncia em todos os parametros da
tabela de vida e fertilidade, onde as linhagens alimentadas em folha de soja ndo-Bt
tiveram um desempenho estatisticamente pior que quando alimentadas em dieta
artificial.
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Tabela 8. Tabela de vida de fertilidade das linhagens suscetivel (S-CHL),
heterozigota (H1) e resistente (R-CHL) de H. armigera alimentadas em dieta artificial
e soja nao-Bt.

Parametros da tabela de vida de fertilidade Custo
Linhagens . 'm A adaptativo
T (dias) Ro (279) (2 1 Q*dias) relativo®
Dieta artificial
S-CHL 40,30+ 0.18 Bc 399,87 + 38,29 Aa 0,15+ 0.002 Aa 1,17 + 0,002 Aa -
H1l 43,15+ 0,42Bb 148,09+ 27,34 Ab  0.12+0.004 Ab 1,11 + 0,006 Ab 0,8
R-CHL 46,63+0,85Ba 133,87 +27,63Ab 0.11+0.005Ab 1,12 +0,004 Ab 0,7
Folha de soja ndo-Bt
S-CHL 50,56 + 0.60 Aa 83,36 +17,20Ba 0,08 +0.004 Ba 1,09 +0,05Ba -
H1 48,10 £ 0.50 Ab 50,01 £ 11,02 Ba 0,08 + 0.005 Ba 1,08 + 0,05 Ba 1
R-CHL 50,15+0.50 Aa  63,68+11,42Ba 0,08+0.003Ba 108+0,03Ba 1
a@T = duracdo média de uma geracdo (dias); R, = taxa liquida de reproducao

(fémea/fémeal/geragdo); rm = taxa intrinseca de crescimento (por dia); A= razéo finita de
aumento da populacéo (por dia).

®PMédias dentro da coluna seguidas pela mesma letra nédo diferem significativamente (P >
0.05) entre tratamentos (letras mailsculas) e dentro de cada tratamento (letras mindsculas)
°Custo adaptativo relativo = (rm linhagem resistente ou heterozigota)/( rm linhagem
suscetivel).

4.6. Mistura de ingredientes ativos como estratégia de manejo da
resisténcia de H. armigera

4.6.1. Isobolograma

Para a linhagem LAB-SUS, a DLso estimada para chlorantraniliprole foi de
0,021 ug i.a. cm? e 1,179 ug i.a. cm?2 para B. thuringiensis. Por sua vez, para a
linhagem R-CHL, a DLso para chlorantraniliprole foi de 2,968 ug i.a. cm?2 e 7,405 pg
i.a. cm?2 para B. thuringiensis (Tabela 9).

As DLsso dos ingredientes ativos isolados para a linhagem LAB-SUS foram
utilizadas para estabelecer combinacdes de sete misturas de diferentes proporgcdes
de chlorantraniliprole e B. thuringiensis (Tabela 10). A linhagem LAB-SUS respondeu
as 7 curvas respostas das diferentes proporc¢des da DLso testadas. Ambas as curvas
dos produtos isolados (0:100 e 100:0) estdo a direita das curvas das misturas,
demonstrando que foi necessaria uma quantidade maior de ingrediente ativo dos
produtos isolados para obter a mesma mortalidade (Figura 4). Quanto a mistura dos

ingredientes ativos, a propor¢ao de chl:bt que teve um melhor desempenho foi a
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25:75, a qual estd mais a esquerda na Figura 4, representando menores
quantidades dos ingredientes ativos para obter as mesmas mortalidades que as

outras proporgdes.

Tabela 9. Valores da DLso de chlorantraniliprole e B. thuringiensis estimados para as
linhagens de H. armigera suscetivel (LAB-SUS) e resistente (R-CHL) a
chlorantraniliprole.

Coef. angular

. HP a
Linhagem Inseticida n +EP

DLso(IC 95%)°  glc  y2(P)

Chlorantraniliprole 432 2,93+0,22 0,021 (0,019-0,024) 4 1,84 (0,76)
LAB-SUS

B. thuringiensis 433 2,20£0,20 1,179 (1,014-1,371) 4 7,05 (0,13)

R-CHL Chlorantraniliprole 631 2,39+0,16 2,968 (2,638-3,346) 4 1,84 (0,76)

B. thuringiensis 628 1,38+0,10 7,405 (6,171-8,895) 4  7,05(0,13)

2Numero de individuos testados

b Dose responsavel pela mortalidade de 50% dos individuos testados em pg i.a./cm?e

intervalo de confianca a 95%.

¢grau de liberdade.

d qui-quadrado

Com os resultados das curvas de dose-resposta foi realizado o isobolograma
(Figura 5), onde os modelos de concentracdo aditiva (F= 4,38, g.l.= 5, p<0,05),
Hewlett (F= 4,69, g.l.= 4, p<0,05) e Voelund (F= 127,3, g..= 3, p<0,05) ndo se
adequaram aos dados. Porém, ao retirar as proporces 33:66 e 25:75 (chl:bt), os
dados do isobolograma (Figura 6) se ajustam ao modelo de concentracdo aditiva
(F=0,51, g.l.= 3, p=0,675), ou seja, nas propor¢cbes 50:50, 66:33 e 75:25 o0s
ingredientes ativos atuam independentemente. Por sua vez, ao realizar o
isobolograma apenas com as propor¢des 33:66 e 25:75 o modelo de Hewllet
(F=0,25, g.l.= 1, p=0,612) se ajustou, comprovando sinergismo destes dois
ingredientes ativos em propor¢cdes com menores quantidades de chlorantraniliprole
(Figura 7).
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Tabela 10. Quantidade de ingrediente ativo (ug i.a. cm?) das 8 proporcdes da mistura de chlorantraniliprole e B. thuringiensis, em
funcéo da DLso de cada ingrediente ativo isolado, para a linhagem suscetivel de H. armigera (LAB-SUS).

PI’OpOI’QéO 10I0g d-0,75 10Iog d-0,5 1olog d-0,25 d 10Iog d+0,25 10Iog d+0,5 10Iog d+0,75 10Iog d+1
(chl:bt)
Chlorantraniliprole (ug. i.a. cm)
0:100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
25:75 0,001 0,002 0,003 0,005 0,009 0,016 0,029 0,052
33:66 0,001 0,002 0,004 0,007 0,012 0,022 0,039 0,069
50:50 0,002 0,003 0,006 0,010 0,019 0,033 0,059 0,104
66:33 0,002 0,004 0,008 0,014 0,024 0,043 0,077 0,138
75:25 0,003 0,005 0,009 0,016 0,028 0,049 0,088 0,156
100:0 0,004 0,007 0,012 0,0212 0,037 0,066 0,117 0,208

B. thuringiensis (ug i.a. cm?)

0:100 0,210 0,373 0,663 1,179 2,097 3,729 6,632 11,793
25:75 0,157 0,280 0,497 0,884 1,573 2,797 4,974 8,845
33:66 0,138 0,246 0,438 0,778 1,384 2,461 4,377 7,783
50:50 0,105 0,186 0,332 0,590 1,049 1,865 3,316 5,896
66:33 0,069 0,123 0,219 0,389 0,692 1,231 2,188 3,892
75:25 0,052 0,093 0,166 0,295 0,524 0,932 1,658 2,948
100:0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

a DLso de cada ingrediente ativo (d) utilizada para calcular as outras doses.
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Figura 4. Curva de dose-resposta da mistura de diferentes proporcbes de
chlorantraniliprole e B. thuringiensis na linhagem suscetivel (LAB-SUS) de H.
armigera.
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Figura 5. Isobolograma da mistura de diferentes proporcdes de chlorantraniliprole:
B. thuringiensis (chl:Bt) na linhagem suscetivel (LAB-SUS) de H. armigera.

Para a linhagem R-CHL, as DLsso dos ingredientes ativos isolados foram
utilizadas para fazer cinco misturas de diferentes propor¢cdes de chlorantraniliprole e
B. thuringiensis (Tabela 11). A linhagem R-CHL respondeu as 5 curvas respostas

das diferentes propor¢des da DLso testadas. Ambas as curvas dos produtos isolados
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(0:100 e 100:0) estao a direita das outras 3 curvas, demonstrando que foi necessaria
uma quantidade maior de ingrediente ativo dos produtos isolados para obter a

mesma mortalidade (Figura 8).
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Figura 6. Isobolograma com ajuste do modelo de concentragéo aditiva das misturas
nas propor¢cbes 50:50, 66:33 e 75:25 de chlorantraniliprole: B. thuringiensis,
respectivamente, na linhagem suscetivel (LAB-SUS) de H. armigera.
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Figura 7. Isobolograma com ajuste do modelo de Hewlett das misturas nas
proporcdes 33:66 e 25:75 de chlorantraniliprole: B. thuringiensis, respectivamente,
na linhagem suscetivel (LAB-SUS) de H. armigera.
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Tabela 11. Quantidade de ingrediente ativo (ug i.a. cm?) das 5 proporcdes da mistura de chlorantraniliprole e B. thuringiensis, em
funcdo da DLso de cada ingrediente ativo isolado, para a linhagem resistente de H. armigera (R-CHL).

Proporgéo (Ch|:bt) 10I0g d-0,75 10Iog d-0,5 10Iog d-0,25 d 10|og d+0,25 10Iog d+0,5 10Iog d+0,75 10Iog d+1

Chlorantraniliprole (ug. i.a. cm?)

0:100 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
25:75 0,132 0,235 0,417 0,742 1,320 2,347 4,173 7,421
50:50 0,264 0,469 0,835 1,484 2,639 4,694 8,346 14,842
75:25 0,396 0,704 1,252 2,226 3,959 7,040 12,520 22,263
100:0 0,528 0,939 1,669 2,9682 5,279 9,387 16,693 29,684

B. thuringiensis (ug i.a. cm?)

0:100 1,317 2,342 4,164 7,405 13,169 23,418 41,643 74,053
25:75 0,988 1,756 3,123 5,554 9,877 17,563 31,232 55,540
50:50 0,658 1,171 2,082 3,703 6,584 11,709 20,822 37,027
75:25 0,329 0,585 1,041 1,851 3,292 5,854 10,411 18,513
100:0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

@ DLso de cada ingrediente ativo (d) utilizada para calcular as outras doses.
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Com os dados de dose-resposta foi realizado o Isobolograma (Figura 9), onde
o modelo de concentracdo aditiva se adequou aos dados (F=0,99, g.1.=3, p=0,3979),

ou seja, os ingredientes ativos atuam de maneira independentemente na linhagem
resistente.
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T —— 00
T 0.4 -8- 1000
o 75:25
= 50:50
—— 2575
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0 10 100 ]900 10000

Concentragao pgi.amL

Figura 8. Curva de dose-resposta da mistura de diferentes proporcbes de
chlorantraniliprole e B. thuringiensis na linhagem resistente (R-CHL) de H. armigera.

Concentracao de Bt ug i.a mL™"

Concentracao de chlorantraniliprole pg i.a mL !

Figura 9. Isobolograma com ajuste do modelo de concentragdo aditiva das misturas
de diferentes propor¢cdes de chlorantraniliprole: B. thuringiensis na linhagem
resistente (R-CHL) de H. armigera.



51

4.6.2. Persisténcia da mistura de chlorantraniliprole e B. thuringiensis

A linhagem LAB-SUS apresentou comportamento estatisticamente diferente
dos demais tratamentos em todos os dias de avaliacdo. O tratamento controle
apresentou mortalidade inferior a 20% em todas as avaliagcfes. J& o tratamento com
B. thuringiensis apresentou uma persisténcia curta no campo, com mortalidade de
100% no dia da pulverizacéo, 77% 24 horas apos a pulverizacdo, e 25% no terceiro
dia ap6s a pulverizagdo. Finalmente, o tratamento com chlorantraniliprole e o
tratamento com a mistura de ambos o0s ingredientes ativos apresentaram
comportamento estatisticamente iguais, com mortalidades préximas a 100% até 14
dias apos a pulverizacdo, e uma reducédo para valores proximos a 70% aos 21 dias

apos a pulverizacdo (Tabela 12 e Figura 10).

Tabela 12. Média percentual de mortalidade (xDP) de H. armigera submetidos aos
tratamentos isolados e de mistura de chlorantraniliprole e B. thuringiensis na
linhagem suscetivel (LAB-SUS) nas diferentes datas de avaliacdo apos a
pulverizacéo.

Datas de coleta (dias ap0s a pulverizagao)

Tratamento 0 1 3 8 14 21

Controle 9+(3)b®  7+(3)c 6+(3)b 6+(3)b 13+(4)b 11+(@)b

Chlorantraniliprole

+ B. thuringiensis 100+ (1)a 100x(l)a 100+(l)a 100+(l)a 90+(4)a 69t (6)a

B. thuringiensis 83+ (4)a 75+ (5) b 25+(5) b 9+(4)b 11+(4)b 15x(4)b

Chlorantraniliprole 100+1a 100+(1)a 100+(1)a 100+(l)a 95+(2)a 69*(6)a

aMortalidade + desvio padrdo
bletras diferentes representam diferenca significativa dentro da mesma data de avaliagédo (coluna).

A linhagem R-CHL apresentou comportamento estatisticamente diferente dos
demais tratamentos apenas nas duas primeiras avaliacbes, sendo todos os
tratamentos iguais do 3° ao 21° dia ap0Os a pulverizacdo. O tratamento controle e o
tratamento com chlorantraniliprole apresentaram mortalidades estatisticamente
iguais, inferiores a 15% em todas as datas de avaliacdo. O tratamento com B.
thuringiensis isolado apresentou uma persisténcia estatisticamente igual ao da

mistura de B. thuringiensis e chlorantraniliprole, com mortalidades proximas a 85%
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no dia da pulverizacao e proximas a 50% 24 horas apos a pulverizacéo (Tabela 13 e
Figura 11).

100

Controle
Mistura
Bt

75

Chlorantraniliprole

50

Mortalidade (%)

25

0 1 3 8 14 21
Tempo (dias)

Figura 10. Regressao polinomial da persisténcia dos tratamentos isolados e de
mistura de chlorantraniliprole e B. thuringiensis, ao longo de 21 dias de avaliacdo na
linhagem suscetivel de H. armigera (LAB-SUS).

Tabela 13. Média percentual de mortalidade de H. armigera submetidos aos
tratamentos isolados e de mistura de chlorantraniliprole e B. thuringiensis na
linhagem resistente (R-CHL) nas diferentes datas de avaliacdo apos a pulverizacao.

Datas de coleta (dias ap0s a pulverizagao)

Tratamento 0 1 3 8 14 21

Controle 6+ (3) bb 6+x3)b 8+(4)a 6+(3)a 11+ (4)a 12+ (4)a

Chlorantraniliprole
+ B. thuringiensis

87+(8)a 48+(9ab 28+(6)a 12+(d)a 9x(3)a 15+(5)a

B. thuringiensis 85+(10)a 52+(8)a 22 +(5) a 10+ (2)a 7+(3) a 11+ (4)a

Chlorantraniliprole 4%(2)b 10£3)b 11+ (4)a 6+(3)a 15+(4)a 12+(@4)a

aMortalidade + desvio padréo
bLetras diferentes representam diferenca significativa dentro da mesma data de avaliacéo (coluna).
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Figura 11. Regressao polinomial da persisténcia dos tratamentos isolados e de
mistura de chlorantraniliprole e B. thuringiensis, ao longo de 21 dias de avaliacdo na
linhagem resistente de H. armigera (R-CHL).
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5. DISCUSSAO

Foram verificadas reducdes significativas na  suscetibilidade a
chlorantraniliprole em populagbes de H. armigera avaliadas nas safras 2020/2021 e
2021/2022 nas principais regifes produtoras de soja e algoddo no pais. Com a
aprovacdo em carater emergencial de chlorantraniliprole para o manejo de H.
armigera em 2013, tanto em pulveriza¢des foliares como em tratamento de semente,
além do uso crescente de moléculas diamidas para o controle de outros
lepidépteros-praga, tem favorecido a evolucao da resisténcia de pragas a diamidas.
Mesmo com a supressao populacional de H. armigera com a adocao da tecnologia
Bt (HORIKOSHI et al., 2021b), resultados publicados por PEREIRA et al (2020) e
ABBADE NETO (2021) mostram reducdo na suscetibilidade de populacdes de H.
armigera para chlorantraniliprole entre as safras de 2013 a 2020, com sobrevivéncia
de ~30%, em populacdes coletada em regides do Centro-Oeste e na Bahia. Além
disso, outros estudos tém documentado a reducdo na suscetibilidade a
chlorantraniliprole em outros importantes insetos-praga no Brasil, como para S.
frugiperda no Brasil (OKUMA et al., 2022), T. absoluta (LEITE et al., 2020) e P.
xylostella (RIBEIRO et al., 2014).

Neste trabalho foi selecionada uma linhagem de H. armigera resistente a
chlorantraniliprole, a partir de uma populacdo coletada no municipio de Itiquira no
estado do Mato Grosso (MT 2). Foi verificado um aumento gradual da razédo de
resisténcia desta linhagem em laboratério, quando exposta ao inseticida em
diferentes ciclos de pressao de sele¢cdo. Em comparacao com a linhagem suscetivel
de referéncia, ap6s 10 geracBes de pressdo selecdo, a razdo de resisténcia
aumentou de 26 vezes para 142 vezes. O padréo de heranca da resisténcia de H.
armigera a chlorantraniliprole foi caracterizado como autossémico, incompletamente
dominante e poligénico. Este € o primeiro trabalho que caracteriza o padréo de
heranca da resisténcia de uma linhagem de H. armigera resistente a
chlorantraniliprole no mundo, e apresentou resultados preocupantes para 0 manejo
da resisténcia, visto que em heranca incompletamente dominante o individuo
heterozigoto se comportar de maneira similar ao individuo resistente (BOURGUET;
GENISSEL; RAYMOND, 2000; STONE, 1968), favorece a manutencdo do alelo de
resisténcia no campo. Um padrdo de heranca similar foi encontrado para H.

armigera resistente a diamida ftalica flubendiamide (autossémico e completamente
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dominante) (ABBADE-NETO et al., 2022), entretanto o mecanismo de resisténcia
nao foi encontrado. A maioria dos casos de resisténcia reportados para diamidas em
Lepidoptera sdo mediados por altera¢cdes no sitio alvo com padrao de heranca da
resisténcia autossdmica, incompletamente recessiva e monogénica (RICHARDSON
et al., 2020), diferente do encontrado neste trabalho. Foi o caso de S. frugiperda,
gue os padrbes de heranca de linhagens selecionadas foram caracterizados como
autossOmico, incompletamente recessivo e monogénico tanto para a mutacéo
14734M (BOAVENTURA et al., 2020; BOLZAN et al., 2019), como para a mutacao
14790M/K (OKUMA et al., 2022), com razbes de resisténcia para chlorantraniliprole
de 250 vezes e 713 vezes, respectivamente. O mesmo padrdo de heranca foi
encontrado para S. exigua relacionada a mutacao G4946E, que apresentou razéo de
resisténcia de 223 vezes para chlorantraniliprole. Alteracdes enzimaticas também
contribuiram para a resisténcia de diferentes espécies a diamidas (citocromo P450s,
carboxilesterases e glutationa S-transferases) proporcionando razdes de resisténcia
menores, e em sua maioria com carater poligénico (RICHARDSON et al., 2020).
Assim podemos sugerir que mais de um mecanismo de resisténcia esta envolvido na
resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole, devido a razdo de resisténcia
encontrada e ao caracter poligénico selecionado no presente estudo.

Neste estudo foi verificado que a linhagem selecionada com resisténcia a
chlorantraniliprole apresentou resisténcia cruzada a outras diamidas testadas, com
maiores razoes de resisténcia para flubendiamide (23.388 vezes), seguido de
cyantraniliprole (422 vezes) e cyclaniliprole (28 vezes). A variacdo entre as razdes
de resisténcia pode estar relacionada com a estrutura das moléculas.
Chlorantraniliprole e cyantraniliprole possuem moléculas similares, se diferenciando
apenas pela substituicdo de um grupo clorado na molécula de chlorantraniliprole,
para um grupo cianeto na molécula de cyantraniliprole, podendo explicar a similar
resisténcia cruzada. Por sua vez, a diferengca de chlorantraniliprole para
cyclaniliprole € maior, com alteracdo de um grupo metil por um grupo brometo, além
da adicdo de um grupo ciclopropano, sugerindo ser esse 0 motivo de uma menor
razdo de resisténcia. Para a diamida ftalica flubendiamide, a diferengca ocorre na
inversdo da amida central, alterando o sitio de ligagdo da molécula e foi mais
afetado pelo mecanismo de resisténcia selecionado (RICHARDSON, 2019). A
mutacdo G4946E foi relacionada com maiores razfes de resisténcia para

flubendiamide, seguida de cyantraniliprole com valores similares a chlorantraniliprole
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e em menor valor para cyclaniliprole em S. exigua e P. xylostella (JIANG et al., 2021,
ZUO et al., 2017). Por sua vez, para a linhagem de H. armigera resistente a
flubendiamide n&o foi encontrada resisténcia cruzada com chlorantraniliprole e
cyantraniliprole (ABBADE-NETO et al., 2022). Esse resultado comprova que o
mecanismo de resisténcia da linhagem selecionada neste trabalho é diferente do
mecanismo selecionado para H. armigera resistente a flubendiamide (ABBADE-
NETO et al., 2022) e sugere que a mutacdo G4946E esteja relacionada a resisténcia
de H. armigera a chlorantraniliprole. Estudos sdo necessarios para a compreensao
do mecanismo de resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole para melhor
posicionamento das diamidas no manejo da resisténcia. O cenario para 0S
ingredientes ativos do grupo quimico das diamidas é extremamente preocupante,
visto a resisténcia cruzada encontrada para todos os ingredientes ativos testados.
Merece atencdo o ingrediente ativo cyclaniliprole que foi lancado no mercado na
safra 2021/2022, e jA apresenta resisténcia cruzada com chlorantraniliprole.
Portanto, a rotacédo de inseticidas com o uso de ingredientes ativos pertencentes a
grupos quimicos distintos € de fundamental importdncia para o manejo da
resisténcia em H. armigera, visto que 0os mecanismos de resisténcia para diamidas
relatados na literatura ndo conferem resisténcia a outros grupos quimicos. Estudos
demonstram a auséncia de resisténcia cruzada entre diamidas e o grupo das
espinosinas (KANG et al., 2017; SHAH; SHAD, 2020; SILVA et al., 2019), inibidores
da biossintese de quitina (SILVA et al., 2019) e oxadiazinas (KANG et al., 2017,
SILVA et al., 2019) que podem ser utilizados em esquema de rotacdo com
chlorantraniliprole.

A existéncia de custo adaptativo foi verificada quando insetos foram
alimentados em dieta artificial, no entanto, néo foi verificado impacto nos parametros
de crescimento populacional quando os insetos foram expostos a folhas de soja nao-
Bt. A auséncia de custo adaptativo no hospedeiro natural da espécie é de grande
preocupacdo, pois em um ambiente sem pressao de selecdo, ele tende a se
comportar de maneira similar ao individuo suscetivel, fazendo com que os alelos de
resisténcia permanecam no campo. Auséncia de custo adaptativo em hospedeiros
naturais também foram encontrados para linhagem de S. frugiperda resistente a
proteina Vip3A (CHEN et al., 2019); Leptinotarsa decemlineata (Say) (Coleoptera:
Chrysomelida) resistente a azinphosmethyl (ARGENTINE; CLARK; FERRO, 1989);
Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera: Tenehrionidae) resistente a malathion
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(BEEMAN; NANIS, 1986) e Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:Aleyodidae)
resistente a acetamiprid (TAQUET et al., 2019). No presente estudo foram utilizadas
linhagens com bases genéticas semelhantes, fator crucial para obtencdo de
resultados confidveis e precisos na analise de custo adaptativo (PADOVEZ et al.,
2022; RAYMOND; WRIGHT; BONSALL, 2011), visto que a utilizacdo de linhagens
de laboratorio pode levar a conclusfes precipitadas devido a composicdo genética
diferente entre as linhagens. A tabela de vida de fertilidade demonstrou a presenca
de um custo adaptativo relativo em dieta artificial da linhagem resistente e
heterozigota entre 30% e 20% menor em relacdo a linhagem suscetivel (S-CHL).
Trabalhos que avaliaram o custo adaptativo associado a resisténcia de H. armigera
a ingredientes ativos encontraram resultados similares ao deste trabalho, como
relatado em dieta artificial para linhagens resistentes a flubendiamide (ABBADE-
NETO et al., 2022), a indoxacarb (BIRD, 2020), a spinosad (WANG et al., 2010), a
proteina Bt CrylAc (BIRD; AKHURST, 2007) e indicios de custo adaptativo em
linhagens resistentes a piretroides (ACHALEKE; BREVAULT, 2010). O mesmo foi
relatado para linhagem de P. xylostella resistente ao grupo das diamidas, que
tiveram reducdo em parametros da fase de larva e da fase reprodutiva (LIU et al.,
2015; RIBEIRO et al., 2014) e para uma linhagem de M. domestica resistente a
chlorantraniliprole que teve um custo adaptativo relativo 34% menor (SHAH; SHAD,
2020). Compreender a existéncia de custo adaptativo associados a resisténcia é de
fundamental importancia para o entendimento da evolugdo da resisténcia
(GASSMANN, 2023; TABASHNIK; CARRIERE, 2017) e devem ser explorados em
estratégias de manejo da resisténcia para H. armigera. A auséncia de custo
adaptativo em folhas de soja ndo-Bt pode auxiliar na compreenséo da reducéo de
suscetibilidade de H. armigera a chlorantraniliprole que foi observado entre as safras
de 2013 a 2022. Por outro lado, devido a presenca de custo adaptativo em dieta
artificial, estudos com outros hospedeiros alternativos devem ser conduzidos para
avaliar a presenca de desvantagens adaptativas que possam ser utilizadas em um
programa de manejo da resisténcia para H. armigera resistente a chlorantraniliprole.
No estudo com chlorantraniliprole e B. thuringiensis var. kurstaki nado foi
observada resisténcia cruzada entre os ingredientes ativos, resultado positivo para o
manejo da resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole. No estudo com a
linhagem suscetivel, as proporcdes de misturas (chl:Bt) 25:75 e 33:66, com maiores

propor¢cdes da DLso de B. thuringiensis tiveram resultado sinérgico em laboratorio.
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Estudos de laboratério com linhagens suscetiveis mostram resultados semelhantes
da interacdo positiva entre baixas concentracdes de chlorantraniliprole com altas
concentra¢cfes de B. thuringiensis para diversos Lepiddpteros, inclusive H. armigera
(BRANSCOME et al.,, 2016a, 2019; WAKIL et al., 2013). Conclusao idéntica foi
encontrada entre a mistura de B. thuringiensis com flubendiamide para Helicoverpa
zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae), Chrysodeixis includens (Walker)
(Lepidoptera: Noctuidae), S. exigua e Trichoplusia ni (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae) (BRANSCOME et al., 2016). Os efeitos sinérgicos desta mistura podem
estar relacionados ao modo de acdo dos ingredientes ativos, visto que baixas doses
de chlorantraniliprole proporciona substanciais efeitos subletais em H. armigera
(ZHANG et al.,, 2013), permitindo uma maior eficacia das altas doses de B.
thuringiensis. No campo n&o se observou nenhuma interagdo entre os ingredientes
ativos na dose de bula, sendo necessario testar outras propor¢cdes de mistura para
observar se o sinergismo se reflete no campo em popula¢des suscetiveis. Contudo,
para o manejo da resisténcia de H. armigera, a mistura de chlorantraniliprole e B.
thuringiensis var. kurstaki ndo se mostrou uma boa alternativa, visto que nao foi
observada nenhuma vantagem na combinacdo desses inseticidas na linhagem
resistente. Em laboratorio, todas as propor¢des testadas na linhagem resistente de
H. armigera a chlorantraniliprole se comportaram de forma aditiva, ndo sendo
observado sinergismo. O mesmo resultado se observou no campo. Esse resultado
provavelmente seja consequéncia do mecanismo de resisténcia da linhagem
selecionada, que reduz os efeitos subletais de chlorantraniliprole. Uma das
condicBes para o sucesso da mistura no manejo de resisténcia é que os ingredientes
ativos devem apresentar persisténcia semelhante. Entretanto, a persisténcia de
chlorantraniliprole e B. thuringiensis var. kurstaki foi substancialmente diferente,
sendo que a mistura dos inseticidas se comportou de maneira similar a B.
thuringiensis var. kurstaki isolado, ndo apresentando vantagens. Por esses fatores
que a utilizacdo de 2 ingredientes ativos em rotacdo é mais eficiente no manejo da
resisténcia quando comparado com a mistura (SOUTH; HASTINGS, 2018). Além
disso, um dos objetivos da mistura de ingredientes ativos é que ela seja sinérgica,
para permitir a diminuicdo das doses dos ingredientes ativos e torna-la
economicamente viavel. Entretanto, essa pratica ndo deve ser realizada na mistura
de chlorantraniliprole e B. thuringiensis, visto que historicamente observamos um

aumento na frequéncia de resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole (PEREIRA
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et al., 2020) e um aumento da utilizacdo de soja Bt (CrylAc) (HORIKOSHI et al.,
2021b), que pode vir a comprometer a eficacia de B. thuringiensis var. kurstaki.
Desta forma, doses subletais iriam acelerar a evolugéo da resisténcia para ambos os
ingredientes ativos. Nesse sentido, para 0 manejo de H. armigera resistente a
chlorantraniliprole devemos prezar pela utlizacdo de ingredientes ativos de
diferentes grupos quimicos em sistema de rotacdo (FFRENCH-CONSTANT; BASS,
2017), incluindo plantas geneticamente modificadas que expressam proteinas Bt
(HORIKOSHI et al., 2021b, 2021a); o uso de entomopatégenos (MANTZOUKAS et
al., 2022; MURARO et al., 2022); a preservacao de predadores e parasitoides desta
espécie (PARRA, 2014b; PEREIRA et al., 2019; WEBER et al., 2021); assim como o
uso de produtos mais seletivos.

Neste trabalho reportou-se uma reducéo significativa na suscetibilidade de
H. armigera a chlorantraniliprole ao longo de 2 anos de monitoramento. Além disso,
a resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole foi caracterizada como
autossOmica, incompletamente dominante e poligénica, com resisténcia cruzada
com outras diamidas e auséncia de custo adaptativo em folhas de soja nao-Bt. Por
fim, a mistura dos ingredientes ativos chlorantraniliprole e B. thuringiensis ndo foi
uma boa estratégia de manejo da resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole,
visto que a mistura ndo apresentou sinergismo em campo e nao satisfaz os
pressupostos de mistura para 0 manejo da resisténcia. Sendo assim, os resultados
deste trabalho demonstram um alto risco de evolugdo da resisténcia de H. armigera
a chlorantraniliprole e outras diamidas, caso estratégias de manejo da resisténcia

nao sejam implementadas no Brasil.
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6. CONCLUSOES

e Ha redugdo na suscetibilidade a chlorantraniliprole em populagbes de H.
armigera coletadas nas safras 2020/2021 e 2021/2022 em algumas regides
do Brasil;

e O padrdo de heranca da resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole é
autossoémico, incompletamente dominante e poligénica;

e Ha resisténcia cruzada entre chlorantraniliprole e os ingredientes ativos
flubendiamide, cyantraniliprole e cyclaniliprole em H. armigera;

e Existe custo adaptativo associado a resisténcia de H. armigera a
chlorantraniliprole quando lagartas se alimentaram de dieta artificial,
entretanto ndo foi observado custo adaptativo em folhas de soja ndo-Bt;

e A mistura de chlorantraniliprole e B. thuringiensis ndo € eficiente como

estratégia para o manejo da resisténcia de H. armigera a chlorantraniliprole.
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