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RESUMO

OROZCO-RESTREPO, Silvana Maria, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
julho de 2019. Resisténcia ao milho Bt piramidado Cry1A.105 + Cry2Ab na
lagarta do cartucho: situacio de campo, heranca e estabilidade. Orientador:
Eliseu José Guedes Pereira. Coorientador: Oscar Fernando Santos-Amaya.

Mundialmente, toxinas de Bacillus thuringiensis (Bt) sdo usadas na agricultura
para manejo de pragas, no entanto a adocdo em larga escala de cultivares
expressando tais toxinas tem levado ao surgimento de populacdes resistentes no
campo. Alguns fatores da ecologia evolutiva da resisténcia, tais como a sua
recessividade funcional e o desempenho reduzido dos insetos resistentes na planta
Bt e ndo-Bt, sdo favordveis ao manejo da resisténcia, porém esses fatores podem
mudar ao longo do tempo. Nesse contexto, aqui se caracterizou a dinamica da
adaptacdo de insetos resistentes e suscetiveis a toxinas Bt CrylA.105 + Cry2Ab
na presenca e auséncia das toxinas. Isso foi feito durante dois anos em populagcdes
com diferentes histéricos evolutivos e em diferentes contextos ecoldgicos. Como
modelo de estudo usamos populagdes de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae). Como suspeitado, as populacdes de campo, coletadas em lavouras de
milho Bt piramidado CrylA.105 + Cry2Ab ou milho Bt CrylF apresentaram
baixa suscetibilidade a ambos milhos. Em bioensaios com larvas derivadas do
campo em 2016 usando folhagem do milho Bt CrylA.105 + Cry2Ab e seu
1sogénico ndo-Bt, o nivel de resisténcia decaiu em menos de 15 geracOes sem
pressao de selecdo e a populacdo foi extinta, indicando clara instabilidade da
resisténcia. Isso porém nao ocorreu na populacio resistente de 2013, na qual a
resisténcia antes tinha forte custo adaptativo e era instdvel, indicando que
mudangas na arquitetura genética da populagdo devem ter ocorrido durante os
cinco anos de intermitente pressdo de selecdo aplicada para manter o nivel da
resisténcia. A resposta da progénie F, e de retrocruzamentos indicaram que a
resisténcia nessa populagdo é controlada por um unico locus ou mais de um
fortemente ligados. Em outras duas populacdes coletadas em 2017 em campos
com suspeita de falha de controle pelos milhos CrylF e CrylA.105 + Cry2Ab, a

resisténcia foi estdvel durante 12 geracdes sem pressdo de selecdo. Essa
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resisténcia ndo apresentou custos adaptativos aos insetos quando eles
desenvolveram em folhagem de milho ndo-Bt. O mesmo ocorreu em varios 6rgaos
vegetativos de algoddo, que é um hospedeiro alternativo de S. frugiperda, sendo
que o desafio alimentar imposto as larvas ndo reduziu o desempenho da populacao
resistente em relacdo as duas suscetiveis usadas no estudo. Em cruzamentos
reciprocos entre insetos resistentes e suscetiveis, a progénie F; respondeu ao
milho CrylA.105 + Cry2Ab semelhantemente a populacdo parental suscetivel,
indicando ser a resisténcia funcionalmente recessiva. Os resultados desta pesquisa
sdo importantes para nortear a elaboracdo e/ou recomendacdo de estratégias
adequadas para desfavorecer a rdpida selecdo de insetos resistentes a plantas Bt no
campo. Embora as populacgdes resistentes de 2013 e 2016 tendiam a reestabelecer
a suscetibilidade na auséncia de pressao de selecdo, os resultados mais recentes de
2017 mostraram que a resisténcia as toxinas Cryl A.105 + Cry2Ab em populacdes
de campo pode ser completa, sem custo adaptativo e estdvel durante 12 geracdes
sem pressdo de selecdo. Essas condicdes sdo desfavordveis ao manejo da
resisténcia no campo. A tunica condi¢ao favordvel é que a resisténcia parece ser
funcionalmente recessiva, o que pode possibilitar o seu manejo se houver
individuos suscetiveis que acasalem com os resistentes. Futuramente os esforcos
de pesquisa devem buscar entender a interacdo de ticticas de manejo visando
integracdo racional delas, o que pode auxiliar a evitar rdpida perda da eficicia de
certos cultivares Bt e outras tecnologias de manejo de pragas na agricultura
mundial. O problema da resisténcia de S. frugiperda a toxinas Bt merece ser
considerado porque ha poucas toxinas potentes disponiveis e ndo ha expectativa

de langamento de novas toxinas nos proximos anos.
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ABSTRACT

OROZCO-RESTREPO, Silvana Maria, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
July, 2019. Resistance to CrylA.105 + Cry2Ab pyramidal Bt corn in fall
armyworm: field situation, inheritance and stability. Advisor: Eliseu José
Guedes Pereira. Co-advisor: Oscar Fernando Santos-Amaya.

Worldwide, Bacillus thuringiensis (Bt) toxins are used in agriculture for pest
management, but the large-scale adoption of cultivars expressing Bt toxins has led
to the emergence of resistant populations in the field. Some factors of the
evolutionary ecology of Bt resistance, such as the functional recessiveness and the
reduced fitness of resistant insects on Bt and non-Bt plants, are favorable to
resistance management, but these factors may change over time. In this context,
the fitness dynamics of insects resistant and susceptible CrylA.105 + Cry2Ab Bt
toxins was characterized in the presence and absence of the toxins. This was done
for two years in populations with different evolutionary histories and in different
ecological contexts. As a study model we used populations of fall armyworm,
Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae). As suspected, the field
populations collected on field of Bt maize expressing CrylA.105 + Cry2Ab or
CrylF showed low susceptibility to both Bt maize plants. In bioassays with field-
derived larvae in 2016 using foliage of the Bt CrylA.105 + Cry2Ab maize and its
isogenic non-Bt cultivar, the level of resistance declined in less than 15
generations without selection pressure and the population was extinguished,
indicating clear instability of resistance. This, however, did not occur in the
resistant population of 2013, in which the resistance had a strong fitness costs and
was unstable, indicating that changes in population genetic architecture must have
occurred during the five years of intermittent selection pressure applied to
maintain the resistance level. The response of the F, progeny and backcrosses
indicated that the resistance in that population is controlled by a single locus or
more than one tightly linked loci. In two other populations collected in 2017 in
maize fields with suspected control failure by CrylF and CrylA.105 + Cry2Ab
maize, resistance was stable for 12 generations without selection pressure. The
resistant insects did not showed reduced fitness when they developed on foliage of

non-Bt maize. The same occurred in several structures of cotton plants, which is
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an alternative host of the fall armyworm, and the food challenge imposed on the
larvae did not reduce the performance of the resistant population in relation to the
two susceptible populations used in the study. In reciprocal crosses between
resistant and susceptible insects, the F; progeny responded to CrylA.105 +
Cry2Ab maize similarly to the susceptible parental population, indicating that the
resistance was functionally recessive. The results of this research should help
devise and / or recommend appropriate strategies to manage the rapid selection of
resistant insects to Bt plants in the field. Although the resistant populations of
2013 and 2016 tended to reestablish the susceptibility in the absence of selection
pressure, recent results from 2017 showed that the resistance to CrylA.105 +
Cry2Ab toxins in field populations may be complete, without fitness costs and
stable for 12 generations without selection pressure. These conditions are
unfavorable to resistance management in the field. The only favorable condition is
that the resistance appears to be functionally recessive, which may enable its
management if susceptible fall armyworm moths mate with resistant ones. Future
research efforts should try to understand the interaction of management tactics
aiming to integrate them rationally. This may help to prevent the rapid loss of
control efficacy of certain Bt cultivars and other pest management technologies.
The issue of fall armyworm resistance to Bt toxins deserves consideration because
there are few potent toxins available, only two or three, and no release of new

toxins is expected in the coming years.



Introducao Geral

Cultivares de plantas transgénicas expressando proteinas ou toxinas da bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt), tem sido amplamente adotadas para o controle de
lagartas e alguns besouros no mundo (Carriere et al. 2010; Clive 2016). Essa
ampla e repetida exposicdo dos insetos-alvos a toxinas Bt no campo gera uma alta
pressdo de selecdo, resultando em alguns casos, na evolugdo de resisténcia com
reducdo do efeito inseticida das plantas Bt (Janmaat & Myers 2003; Tabashnik et
al. 2013). Especialmente, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) tem
potencial de desenvolver resisténcia tanto a plantas Bt de uma toxina quanto a
plantas Bt piramidadas contendo duas ou mais toxinas (Farias et al. 2014; Santos-

Amaya et al. 2015; Omoto et al. 2016; Franca 2018).

Nos insetos resistentes a uma toxina Bt (e.g., CrylF) parece haver auséncia de
desvantagem adaptativa, possivelmente devido aos minimos efeitos pleitrépicos
do alelo de resisténcia (Santos-Amaya et al. 2017; Niu et al. 2018). Esse cenério é
desfavordvel ao manejo da evolucdo da resisténcia porque ndo deve haver forte
selecdo natural contra a resisténcia a campo. Entretanto, a realidade pode ser
diferente para resisténcia conjunta a duas toxinas Bt, conforme indicam evidéncias

prévias em nosso laboratério (Franca 2018; Santos-Amaya et al., 2019).

Do ponto de vista ecolégico-evolutivo, resisténcia a xenobidticos ou a patogenos €
uma caracteristica de histéria de vida sujeita a balancos com outras caracteristicas
do organismo, tais como investimento em crescimento, reproducao, etc., havendo
assim um custo adaptativo (fitness cost) associado a resisténcia (Coustau et al.
2000). Tais custos ao organismo podem ser modulados e magnificados por
variacdes nas condi¢des ecoldgicas e ambientais nas quais estio expostas as
populacdes resistentes, incluindo plantas hospedeiras (Janmaat & Myers 2005;
Bird & Akhurst 2007; Saeed et al. 2010), competicdo (Chapman et al. 1999),
aleloquimicos vegetais (Williams et al. 2011) e entomopatégeno (Raymond ef al.
2007; Gassmann et al. 2008). Os custos adaptativos tendem a promover
instabilidade ou declinio da resisténcia como consequéncia da desvantagem
adaptativa dos insetos resistentes em relacdo aos suscetiveis, podendo restaurar a

suscetibilidade populagdes resistentes dependendo do balanco da pressdo seletiva



(Tabashnik er al. 1994; Cao et al. 2014). Contudo, em populacdes resistentes
inicialmente com custo adaptativo pode haver mitiga¢do do custo por selecao de
alelos de resisténcia mais favordveis ou de alelos de outros loci que podem agir
como modificadores do custo adaptativo (Liu et al. 1996, Coustau et al. 2000;
Guedes et al. 2006). Ou seja, se a pressdo seletiva persistir por muitas geragoes é
provdavel que alteracdes genéticas ocorram para atenuar os efeitos deletérios
causados pela adaptagdo inicial de modo a refind-la, sendo que os custos

adaptativos iniciais ndo mais serdo detectados.

Portanto, usando como modelo populacdes de S. frugiperda, nosso estudo visou
documentar a dinamica evolutiva da resisténcia simultinea a duas toxinas Bt
(CrylA.105 + Cry2Ab) a campo e determinar possiveis custos adaptativos da
resisténcia ao milho Bt piramidado, a magnificacdo desses custos sob influéncia

hospedeira e suas instabilidade quando fora da pressao de selegdo.

A presente tese foi elaborada em trés capitulos. A hipétese inicial era que as
populacdes recém-coletadas do campo apresentassem instabilidade (custo
adaptativo) da resisténcia enquanto a populacdo de laboratério que teve mais
longo processo de selec@o apresentasse resisténcia mais estavel (com menor custo
adaptativo). No Capitulo 1, mostramos que uma populagdo de S. frugiperda
coletada no campo em 2016 desenvolveu resisténcia as toxinas CrylA.105 +
Cry2Ab, a qual foi incompleta e instivel, padrao oposto ao observado na
populacdo mantida em laboratério desde 2013. O Capitulo 2 descreve a pesquisa
com duas novas populacdes de campo obtidas no final de 2017, mostrando que o
perfil da resisténcia as duas toxinas mudou para completa, sendo ela estavel
durante 12 geragdes sem exposi¢cdo as toxinas. No Capitulo 3, usando folhagem de
milho ndo-Bt e vdérias estruturas da planta de algodao, testamos se a estabilidade
da resisténcia estava associada a auséncia de custo adaptativo na populagdo
1solada do campo em 2017 e naquela mantida laboratério desde 2013. Finalmente,
nas Consideracdes Finais, concluimos que todo esse cendrio é desfavordvel ao
manejo da resisténcia de S. frugiperda a CrylA.105 + Cry2Ab, exceto pela
recessividade da resisténcia, e que isso deve ser considerado no uso racional de

estratégias de manejo da resisténcia.
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Capitulo I

Resisténcia de campo da lagarta-do-cartucho as toxinas
CrylA.105 + Cry2Ab e sua instabilidade na auséncia de pressao

de selecao

Resumo

Mundialmente, as plantas transgénicas piramidadas expressando conjuntamente
duas ou mais proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis (Bt), sdo usadas para
aumentar a eficicia e a amplitude de controle de insetos-praga e retardar a selecdo
de resisténcia em populacdes dos insetos-alvos. Bioensaios de tecido foliar Bt
piramidado foram realizados com larvas de Spodoptera frugiperda provenientes
do campo para avaliar a resisténcia dos individuos a tecnologia Bt. A populagdo
de campo e outra de laboratério com resisténcia ao milho piramidado foram
colocadas fora da exposi¢dao a Bt para caracterizar instabilidade da resisténcia ao
longo do tempo. Adicionalmente, foi caracterizado o modo de heranca da
resisténcia simultanea a duas toxinas. Como suspeitado, a populagdo de campo
apresentou baixa suscetibilidade ao milho Bt piramidado. No entanto, no periodo
de 15 meses em que os insetos ficaram sem exposicdo a Bt foi restabelecida a
suscetibilidade da populacdo, que perdeu completa capacidade reprodutiva dos
individuos ao serem criados em folhagem do mesmo milho Bt que foi o agente de
selecdo. A populacdo de laboratério perdeu parte da resisténcia ao milho Bt,
porém, houve uma frequéncia de cerca de 20% dos individuos resistentes que se
mantiveram na populacdo ao longo do tempo sem pressao de selecdo. O modo de
heranga monogénica da resisténcia se enquadrou nos resultados dos cruzamentos,
indicando que a resisténcia simultinea a duas toxinas parece determinada por um
unico gene ou mais de um gene fortemente ligados. Esses resultados mostram que
em alguns casos a resisténcia a CrylA.105 + Cry2Ab em S. frugiperda pode ser
instavel, porém pode se tornar estidvel em populacdes que em houver pressiao de
selecdo continuada.

Palavras-chave: Spodoptera frugiperda, milho Bt, reversdo de resisténcia, custo
adaptativo.



Introducao

Cultivares de plantas transg€nicas expressando proteinas ou toxinas da bactéria
Bacillus thuringiensis (Bt), tem sido amplamente adotados para o controle de
lagartas e alguns besouros no mundo (Carriere et al. 2010; Clive 2016). Ampla e
repetida exposi¢do dos insetos-alvos a toxinas Bt no campo gera uma alta pressdo
de selecdo, resultando em alguns casos, na evolucdo de resisténcia com reducao
do efeito inseticida das plantas Bt (Janmaat & Myers 2003; Tabashnik er al.
2013). Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) tem potencial de
desenvolver resisténcia tanto a plantas de milho Bt de uma toxina quanto a plantas
Bt piramidadas, produzindo duas ou mais toxinas (Storer et al. 2010; Farias et al.
2014; Santos-Amaya et al. 2015; Omoto et al. 2016). Os mecanismos bioquimico-
moleculares de resisténcia de insetos a toxinas Bt fundamentam-se na perda de
afinidade de ligacdo da toxina Bt a receptores e/ou alteracOes em proteinas
essenciais para a rota de toxicidade ou patogénica de Bt no tubo digestivo do
inseto (Jurat-Fuentes er al. 2011; Tiewsiri & Wang 2011). Mecanisticamente,
Gassmann et al. (2009) hipotetiza que as ditas modificacOes associadas a
resisténcia a Bt podem trazer um incremento da permeabilidade da membrana do
intestino do inseto resistente. Isto pode desencadear prejuizos tanto nos processos
destoxificativos como nos digestivos, ocasionando desordem fisiolégica para

aquisicdo e alocagdo de matéria e energia no individuo resistente.

Do ponto de vista ecoldgico-evolutivo, resisténcia a xenobidticos ou a patogenos é
uma caracteristica de histéria de vida sujeita a balancos com outras caracteristicas
do organismo, tais como investimento em crescimento, reproducdo, etc., havendo
assim um custo adaptativo (fitness cost) associado a resisténcia (Coustau et al.
2000). Tais custos adaptativos tendem a promover instabilidade ou declinio da
resisténcia como consequéncia da desvantagem adaptativa dos insetos resistentes
em relacdo aos suscetiveis, podendo restaurar a suscetibilidade de populacdes
resistentes dependendo do balanco da pressado seletiva (Tabashnik er al. 1994; Cao
et al. 2014). Entretanto, a falta de custo adaptativo nos insetos resistentes a uma

toxina Bt (Santos-Amaya et al. 2017a; Niu et al. 2018) possivelmente pelos

minimos efeitos pleitrépicos do alelo de resisténcia, € desfavordvel ao manejo da
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da resisténcia e configura em uma situacdo de maior um risco a perda de
eficiéncia da tecnologia Bt piramidada. Além disso, em populagcdes resistentes
inicialmente com custo adaptativo pode haver mitigacdo do custo por selecdo de
alelos de resisténcia mais favordveis ou de alelos de outros loci que podem agir

como modificadores do custo adaptativo (Liu et al. 1996, Coustau et al. 2000)

Com base nesta problemdtica, no presente estudo documentou-se em uma
populacdo de campo de S. frugiperda sua resisténcia ao milho Bt piramidado com
as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab e foi analisado o modo de heranga da resisténcia
simultidnea a ambas as toxinas. Adicionalmente, documentou-se a instabilidade e
reversdo da resisténcia através da manutencdo das populagdes de campo e
laboratdrio fora da exposi¢do ao milho Bt. A hipétese era que a populagdo recém-
coletada do campo apresentasse instabilidade (custo adaptativo) da resisténcia,
enquanto a populacdo de laboratério que teve mais longo processo de selecdo

apresentasse resisténcia mais estavel (com menor custo adaptativo).

Material e Métodos

Origem e manutengdo dos insetos

Uma populacdo suscetivel de S. frugiperda (Embrapa), uma populacio resistente
de laboratério (LabRR) as toxinas CrylA.105 + Cry2Abe uma populacgdo coletada
em campo com suspeita de resisténcia (DZO) ao milho piramidado foram
utilizadas neste estudo. A populagdo LabRR foi derivada a partir de uma
populacdo base coletada em lavouras de milho no estado da Bahia, Brasil,
mediante sele¢do continua em laboratério por 11 geracdes de exposicdo ao milho
Bt que expressa conjuntamente as toxinas CrylA.105 e Cry2Ab (Santos-Amaya
et al. 2015). A populacdo DZO foi coletada em 2016 na regido de Vigosa, MG,
Brasil, em uma lavoura de milho CrylA.105 e Cry2Ab fortemente infestada por S.
frugiperda. Larvas de 4° e 5° instar foram colocadas individualmente em bandejas
de PVC de 16 células (Advento do Brasil, Sdo Paulo, Brasil) e trazidas para o
laboratério. As larvas continuaram sendo alimentados com se¢des de folha do

mesmo milho Bt até atingirem o estidio pupa e os adultos emergidos foram



colocados em gaiolas para o acasalamento e estabelecimento da nova progénie.
Para manutencdo das posteriores geracdes das populacdes mencionadas acima,
larvas foram alimentadas em milho expressando as duas toxinas ou em dieta
artificial (Kasten Jr et al. 1978) sem nenhuma exposicdo a inseticidas. Mariposas
foram mantidas em gaiolas de PVC (40 cm de altura x 30 cm de didmetro)
recobertas internamente com papel sulfite para oviposicdo e alimentadas com
solucdo aquosa de 10% agucar e 5% de acido ascérbico. Os ovos foram coletados
a cada dois dias e armazenados em sacolas plésticas até a eclosdo. A criacdo
permaneceu sob ambiente controlado (27 £ 2 °C, UR 70 £ 15 % e fotoperiodo

14L: 10E).

Nivel de resisténcia da populacdo de campo em folhas de milho CrylA.105 +
Cry2Ab

As taxas de sobrevivéncia dos estdgios larval e pupal foram quantificadas na
primeira geracdo (F;) procedente dos insetos coletados em campo (i.e., populagdo
DZO). A suscetibilidade dos individuos foi determinada pela exposicdo ao milho
Bt piramidado expressando as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab e seu respectivo
isohibrido (variedade hibrida RB9110 PRO e sua isogénica RB9110, Riber KW
Sementes, Patos de Minas, MG). Folhas foram obtidas de plantas em estadio V4-
VO cultivadas em condicoes de campo e seguindo os tratos culturais
recomendados, com irrigacdo didria visando obter alimento de boa qualidade para
os individuos ao longo do experimento. Grupos de cinco neonatas (< 24 h) da
populagdo DZO foram transferidas para cada célula de bandejas de PVC de 16
pocos e alimentadas com se¢des foliares Bt ou ndo-Bt (n = 160). A sobrevivéncia
e biomassa larval foram mensuradas aos sete e quatorze dias. O ndmero de
individuos que atingiram o estdgio de pupa, a biomassa das pupas e o tempo de
desenvolvimento de neonata até pupa também foi medido ao longo do

experimento.



Caracterizacdo do desempenho (fitness) na auséncia de pressdo de selecdo

No laboratério, as populagcdes DZO (campo) e LabRR (laboratério) foram
mantidas fora da exposi¢io ao milho piramidado durante 48 e 15 meses
respectivamente. O desempenho de cada populacio foi avaliado em trés geracoes
dentro desses periodos. De cada populagdo, 160 neonatas foram alimentadas com
pedacos de folhas de milho produzindo CrylA.105 + Cry2Ab ou seu isohibrido
ndo-Bt. A cada geracdo de avaliagdo, larvas foram individualizadas apds sete
dias e em seguida pesadas e acompanhadas até atingirem o estdgio de pupa. A
sobrevivéncia de pupas, a biomassa pupal e tempo de desenvolvimento de
neonata até pupa também foi mensurado para cada populacdo ao longo das

geracoes.
Determinacdo das caracteristicas reprodutivas e de crescimento populacional

Caracteristicas da histéria de vida relacionadas com a capacidade reprodutiva
dos individuos e o potencial de crescimento populacional foram avaliados ao
longo das geracdes. Para cada populacdo pupas obtidas de cada tratamento do
experimento descrito acima foram sexadas para constituir 15 casais virgens.
Adultos recém-emergidos foram acasalados individualmente em gaiolas de PVC
(10 cm de altura e 10 cm de diametro) e alimentados com solu¢do aquosa de 10%
acucar e 5% de dcido ascérbico. As gaiolas foram recobertas com papel sulfite
como substrato de oviposicdo. As posturas de ovos foram coletadas e
contabilizadas diariamente até a morte da fémea. Os ovos foram colocados em
sacos plasticos e apds a sua eclos@do o nimero de neonatas por fémea foi
mensurado para registrar a fertilidade ao longo da vida. Adicionalmente, com o
pacote estatistico lifetable SAS 9.0 a taxa intrinseca de crescimento

populacional (r,,) foi calculada.
Estimativa do niimero de loci associados a resisténcia CrylA.105 e Cry2Ab

Para caracterizar o numero de genes envolvidos na resisténcia as toxinas
CrylA.105 e Cry2Ab, as populagdes LabRR (RR) e Embrapa (SS) foram
utilizadas como linhagens parentais. Larvas de cada populacio foram inicialmente

alimentadas com milho Bt ou ndo-Bt, respectivamente, até pupa e apds



emergéncia dos adultos pelo cruzamento massal (30 casais em uma gaiola) foram
obtidos o gendtipos heterozigotos (F;). Seguindo a metodologia descrita por
Tabashnik (1991) foi realizado um autocruzamento da progénie F; (F; x F;) e um
retrocruzamento com a linhagem resistente (F; x LabRR). Neonatas das progénies
provenientes dos cruzamentos e dos parentais foram individualizadas em bandejas
de bioensaio de 128 células e expostas ao milho piramidado expressando
CrylA.105 + Cry2Ab ou ao seu isohibrido ndo-Bt. A mortalidade larval foi
registrada sete dias apds para testar o modelo mendeliano monogénico
(Tabashinik 1991). Se a resisténcia a duas toxinas estiver associada a um tunico
fator genético (gene ou mais de um gene fortemente ligados), as proporcdes
genotipicas esperadas da progénie F; serdao 25% SS, 50% SR e 25% RR, enquanto
para a progénie do autocruzamento serd 50% RS e 50% RR. Assim, com os dados
de mortalidade obtidos, a hipdtese de herangca monogénica foi avaliada usando o

teste de qui-quadrado.
Analise estatistica

A quantificacdo das taxa de sobrevivéncia na populacdo de campo (DZO) foi
analisada através da comparagdo dos individuos alimentados nas duas versdes de
milho (Bt e nao-Bt). Os dados foram submetidos a analise de varidncia de uma via
(ANOVA) e quando pertinente, a diferenca entre as médias dos tratamentos foram
separadas através do teste de Tukey (P < 0,05) (SigmaPlot 9.0). Os dados de
sobrevivéncia pupal avaliados ao longo do tempo fora da pressao de selecao do Bt
foram submetidos a anélise de varidncia de uma via para determinar a diferenca
entre as médias. Os dados de biomassa de larvas e pupas e os tempos de
desenvolvimento dos individuos bem como dados de fecundidade, viabilidade de
ovos e fertilidade foram analisados de forma semelhante. O potencial de
crescimento populacional de cada populagdo foi analisado conforme relatado por
Maia et al. (2000) usando a técnica de Jacknife para estimar as variancias dos

parametros de tabela de vida (SAS 2011).
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Resultados

Resisténcia da populacio de campo ao milho piramidado CrylA.105 +
Cry2Ab

Quando expostos ao milho expressando as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab, a
progénie (F;) dos individuos procedentes da coleta de campo em milho Bt
piramidado mostrou capacidade de sobreviver e se desenvolver até adulto
deixando descendentes. As caracteristicas da histdria de vida dos insetos criados
no milho Bt ou o seu isohibrido nao-Bt sdo mostrados na Fig.1.1. As taxas de
sobrevivéncia larval mensuradas aos 7 e 14 dias além da sobrevivéncia de pupa
foram menores no milho piramidado (P < 0,05), sendo em média a metade da
sobrevivéncia no milho ndo-Bt (Fig.1.1a). O ganho de biomassa das larvas foi
reduzido na exposi¢dao ao milho Bt nos primeiros sete dias de desenvolvimento (P
< 0,05), porém o peso das larvas apos 14 dias e das pupas foi similar em ambos os
milhos (P > 0,05) (Fig.1.1b). O tempo de desenvolvimento dos insetos expostos
ao milho Bt durou 3 dias a mais até eles atingirem o estagio de pupa (P < 0,05)

(Fig. 1.1¢).

Reversao da resisténcia ao milho piramidado Cryl1A.105 + Cry2Ab
Estabilidade da resisténcia

Ao longo de varias geragdes na auséncia de pressdo de selecdo, mensurou-se a
sobrevivéncia de uma populacdo de laboratério (LabRR) submetida a um longo
periodo de selecdao ao milho CrylA.105 + Cry2Ab e da populacdo de campo
(DZO) coletada em lavoura com suspeita de falha de controle em 2013, ambas
com baixa suscetibilidade ao milho CrylA.105 + Cry2Ab. Ambas as populagdes
mostraram uma reducdo significativa na resisténcia ao milho Bt ao longo do
tempo fora da exposi¢ao as toxinas Bt (Fig.1.2). A sobrevivéncia da populagao de
campo DZO diminuiu no milho Bt até atingir, apos quinze meses, o nivel de 6%
de sobrevivéncia pupal (P < 0,01). Na populagdo LabRR, apds 28 meses fora da
exposicdo a sobrevivéncia reduziu para proximo de 20%, e interessantemente,

depois se manteve no mesmo patamar (P = 0,12). No milho nao-Bt a
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sobrevivéncia ndo variou significativamente ao longo das geracdes, assim as

médias foram o melhor preditor em ambas as populagdes (P > 0,05).

Historico de vida sem exposicdo as toxinas Bt

As caracteristicas dos individuos na fase imatura criados no milho nao-Bt ou
milho expressando CrylA.105 e Cry2Ab sdo mostradas na Fig. 1.3. Para todas as
geracOes avaliadas, a biomassa larval aos 7 dias nos individuos de ambas as
populacdes criados no milho Bt foi significativamente menor que naqueles criados
no milho nao-Bt (P < 0,05) (Fig. 1.3a-b). A biomassa pupal dos individuos da
populacdo DZO variou para cada geracdo avaliada, sendo menor no milho Bt na
primeiro més e apds 15 meses a biomassa pupal foi maior nos individuos criados
no milho Bt (P < 0,05). Em contraste, ndo houve diferencas nos individuos da
populacdo LabRR quando criados em ambos os milhos (P > 0,05) (Fig. 1.3c-d).
Os individuos criados no milho Bt de ambas as populagdes tiveram atraso no
tempo de desenvolvimento para atingir a fase de pupa em todas as geragdes (P >

0,05) (Fig. 1.3e-1).

Fecundidade e fertilidade

Durante o periodo reprodutivo dos adultos de cada populacdo foi quantificado
através das geracdes o nimero de descendentes por fémea (fertilidade) nos dois
tipos de milho. Houve variacdo da fertilidade entre cada geracdo testada de cada
populacdo. No entanto, a oviposi¢do, a percentagem de eclosdo e os descendentes
por fémeas das populagdes DZO e LabRR nos dois tipos de milho ndo foi
diferente até o quinto e trigésimo segundo més de avaliacdo respectivamente (P >
0,05). Em contraste, no quadragésimo oitavo més, as fémeas da populagao LabRR
apresentaram seis vezes menos neonatas por fémea (F = 6,61; gl = 1, 23; P =
0,02) (Fig. 1.4f). Na populacdo DZO no décimo quinto més ndo houve oviposi¢ao

dos individuos criados em folhagem Bt e portanto ela foi extinta (Fig. 1.4e).
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Crescimento populacional fora da exposicdo as toxinas Bt

As mudancas nos valores da taxa intrinseca de crescimento populacional ao longo
das geracdes quando os insetos permaneceram fora da exposi¢c@o as toxinas Bt sdo
mostrados na Fig. 1.5. Para a populagdo LabRR, o valor da taxa intrinseca de
crescimento (r,,) dos insetos criados em folhagem do milho Bt foi menor que
aquele dos insetos criados na folhagem ndo-Bt somente no primeiro més de
avaliacdo (P < 0,05) e posteriormente manteve-se similar em ambos os milhos (P
> 0,05) (Fig. 1.5a). Para a populagdo DZO, as taxas de crescimento populacional
ndo diferiram na primeira e quinta geracdo (P > 0,05). No entanto, quinze meses
fora da exposi¢do ao milho Bt foram suficientes para que a populacdo perdesse a
resisténcia ao milho Bt Cryl1A.105 + Cry2Ab (Fig. 1.5b), ndo havendo reproducgdo

nos poucos individuos que atingiram a fase adulta.

Modo de heranga da resisténcia as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab

Como apenas insetos da populacdo resistente LabRR sobreviveram, avaliou-se
neles o modelo de heranca monogénica (o mais simples) por comparagdes entre as
mortalidades esperadas e observadas da progénie F, (F; x F;) e do
retrocruzamento (F; x LabRR) em bioensaios com folha de milho expressando as
toxinas Cryl A.105 + Cry2Ab. A mortalidade observada dos gendtipos da geracao
F; e do retrocruzamento F; x LabRR foi 28,9% e 46,06% respectivamente, similar
as proporg¢des fenotipicas esperadas dentro do modelo (i.e., F» = 30%; F; x LabRR
= 50%) (Fig. 1.6). No teste de qui-quadrado ndo foi rejeitada a hipétese de
heranca monogénica (x> = 0,127, gl = 3, P > 0,98). Portanto, segregacio da
populacdo em ambas as geragdes ajustou-se ao modelo no qual a resisténcia a
duas toxinas estd associada com um unico gene, ou mais de um ligados

fortemente.
Discussao

Este estudo reporta pela primeira vez que larvas de S. frugiperda derivadas de

individuos coletados em campo de milho Bt CrylA.105 + Cry2Ab possuiam de

13



N

fato uma baixa suscetibilidade a exposicio ao milho expressando as toxinas
CrylA.105 + Cry2Ab. Os parametros avaliados mostram a capacidade dos
individuos em sobreviver quando criados em folhagem do milho Bt piramidado.
Embora as sobrevivéncias larval e pupal foram menores no milho Bt que no milho
nao-Bt, os individuos completaram o seu desenvolvimento larval. Esse
desempenho menor dos individuos resistentes no milho Bt em relagdo ao
desempenho deles no milho ndo-Bt (isogénico) permite o reconhecimento da

resisténcia como incompleta (Carriere & Tabashnik 2001; Carriere et al. 2010).

Um estudo anterior da resisténcia da populacdo LabRR, que é derivada de coleta
em campo em 2013 e depois selecionada em laboratério com as toxinas
CrylA.105 + Cry2Ab, mostrou que a resisténcia foi caracterizada como
autossOmica, sem efeito maternal, completamente recessiva, incompleta (Santos-
Amaya et al. 2015) e apresentando custos adaptativos (Santos-Amaya et al. 2019).
Aqui, demostramos que o modo de herancga da resisténcia parece ser determinada
por um Unico gene (monogénica), ou mais genes fortemente ligados que se
segregam com um Unico fator genético. Dado que evolucdo de resisténcia depende
do desempenho dos diferentes fendtipos da populacdo e do tipo de planta
disponivel no campo (i.e., refigio ou plantas Bt), custos adaptativos e resisténcia
incompleta podem atrasar o desenvolvimento de resisténcia e manter a eficiéncia
em campo das culturas piramidadas (Carriere & Tabashnik 2001; Crowder &

Carriere 2009).

Larvas da populacio DZO com sete dias de exposi¢cdo ao milho Bt sofrem um
significativo efeito deletério no ganho de peso, porém conseguem recuperar o
crescimento posteriormente até atingirem com sucesso a fase de pupa. Algumas
dessas caracteristicas bioldgicas sdo consistentes com a resposta a selecdo de S.
frugiperda em laboratério, a qual levou a resisténcia simultanea as duas toxinas

CrylA.105 + Cry2Ab (Santos-Amaya et al. 2015; Zhu et al. 2019).

Nas Américas, populacdes de S. frugiperda tem desenvolvido rapidamente

resisténcia de campo a uma unica toxina Bt (Storer et al. 2010; Farias et al. 2014;
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Santos-Amaya et al. 2017b). Assim, a partir de 2008, a piramidagdo tem sido
usada como uma estratégia de manejo da resisténcia com o intuito atrasar a
evolucdo de resisténcia da praga as toxinas de Bt disponiveis (Carriere et al.
2015). No entanto, a prevaléncia de plantios sucessivos e a resisténcia cruzada
entre as toxinas CrylFa, CrylAb, CrylAc e CrylA.105, deixando no milho Bt
CrylA.105 + Cry2Ab somente Cry2Ab como toxina ativa contra S. frugiperda
(Hernandez-Rodriguez et al. 2013; Huang et al. 2014; Santos-Amaya et al. 2015;
Zhu et al. 2019), acelera o processo de sele¢do de individuos resistentes no campo
(Tabashnik & Carriere 2017). Contudo, algumas caracteristicas da ecologia
evolutiva das populacdes resistentes (e.g., custos adaptativos) podem ajudar a

manter um certo nivel de eficicia e durabilidade da tecnologia.

Custos adaptativos sdo geralmente associados aos efeitos deletérios produzidos
pelo alelo de resisténcia, os quais em um ambiente na auséncia do agente seletivo
(toxina Bt) levam a um desempenho final (i.e., fitness) dos individuos resistentes
inferior ao desempenho dos individuos suscetiveis (Gassmann et al. 2009). Esse
estudo reporta pela primeira vez em S. frugiperda que tanto a populagdo resistente
de laboratério (LabRR) quanto a populacdo coletada em campo com baixa
suscetibilidade ao milho piramidado CrylA.105 + Cry2Ab(DZO) perderam
adaptacdo a essas toxinas Bt ao longo do periodo que permaneceram sem pressao
de selecdo fora da exposicdo as toxinas Bt. O nivel de resisténcia de ambas as
populacdes LabRR e DZO decresceu ao longo do tempo, porém na udltima o forte
custo adaptativo levou a sua extingdo quando permaneceu fora da exposi¢do ao
milho Bt por 15 meses. Resultados de estudos publicados associando efeitos
deletérios da resisténcia CrylA.105 + Cry2Ab tem sido divergentes com
populacdes que parecem apresentar ou ndo custos adaptativos (Acharya et al.
(2017); Bernardi et al. 2017; Niu et al. 2018). Essa divergéncia nao ¢é
surpreendente porque a arquitetura genética nas populagdes resistentes € dindmica
devido aos processos evolutivos, sendo que o histérico de selecdo de alelos de
resisténcia e de outros genes ligados a eles pode levar a diferentes cendrios nas

populacoes.
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A populacdo LabRR foi caracterizada anteriormente com custo adaptativo quando
comparada com sua populagdo isogénica no milho ndo-Bt (Santos-Amaya et al.
2019). Neste trabalho, apds 28 meses fora da pressdo de selecdo, a populagdo
resistente apresentou considerdvel perda de resisténcia ao milho piramidado,
sendo que a sobrevivéncia dos individuos reduziu a aproximadamente 20% no
milho piramidado. Apds esse periodo a percentagem de sobrevivéncia da
populacdo manteve-se no mesmo nivel. Esses resultados sdo consistentes com a
prévia caracterizacdo da populagdo resistente (Santos-Amaya et al. 2019).
Interessantemente, os efeitos subletais gerados pela alimentacdo na folhagem do
milho CrylA.105 + Cry2Ab, obervados pela menor biomassa larval e maior
tempo de desenvolvimento até pupa, ndo afetaram a fertilidade e as taxas de
crescimento populacionais nas subsequentes geracdes. Embora houvesse menor
propor¢ao de sobrevivéncia de fémeas obtidas no milho piramidado que no milho
nio-Bt, os individuos compensaram o desempenho reprodutivo através da
quantidade de ovos férteis colocados e, assim, ndo houve efeitos negativos nas
taxas intrinsecas de crescimento populacional (r,,) ao longo das ultimas geragdes.
Esse padrio de resposta parece consistente com Liu ef al. (1996), que argumenta
que com uma selecio prolongada com toxina pode haver reducdo de custos
adaptativos pela substituicao por alelos alternativos conferindo resisténcia ou pela

selecdo de loci modificadores ndo relacionados diretamente com a resisténcia.

Este estudo também mostrou que a populacdo de campo DZO manteve uma a
constante queda no desempenho demogréfico ao longo do tempo avaliado, e
finalmente, quinze meses apos estar fora da exposi¢cdo as toxinas CrylA.105 +
Cry2Ab, ndo houve individuos vidveis para o acasalamento, impossibilitando a
geracdo de nova progénie e levando a populacdo a extin¢cdo. Pouco hé na literatura
sobre o restabelecimento de suscetibilidade em populagdes resistentes.
Atualmente, as populacOes de S. frugiperda com resisténcia de campo a toxina Bt
(i.e., CrylFa) tém sido caracterizadas com auséncia de custos adaptativos, o que €
associado a manutencdo da resisténcia ao longo do tempo (Jakka et al. 2014;
Vélez et al. 2014; Horikoshi et al. 2015; Santos-Amaya et al. 2017b). A reversao

de resisténcia é mais provdavel quando existem custos adaptativos aditivos ou
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dominantes nos individuos resistentes (Carriere & Tabashnik 2001). Os resultados
desta pesquisa indicam diferencas na tendéncia de restabelecimento da
suscetibilidade na auséncia de exposicdo a Bt, possivelmente devido a influéncia

do histérico evolutivo de cada populacao.

Em resumo, este trabalho documenta pela primeira vez resisténcia de campo ao
milho piramidado expressando as toxinas CrylA.105 + Cry2Abem uma
populacdo de S. frugiperda. Adicionalmente, demonstrou-se instabilidade da
resisténcia, o que pode estar associado a um forte custo adaptativo, um fator que
parece oferecer condicdo favordvel ao manejo da resisténcia. O custo adaptativo
deve contribuir para o atraso do surgimento de resisténcia em populacdes de S.
frugiperda CrylA.105 + Cry2Abou até a reversdo da mesma, conforme ocorreu
na populacdo de campo aqui estudada. No entanto, é necessdrio mais pesquisa
sobre a caracteristica de instabilidade da resisténcia simultanea as duas toxinas.
Assim, manter os esfor¢os para verificar se alguns cendrios tais como a integragao
de milho Bt com o uso de inseticidas via tratamento de semente e/ou pulverizacao
pode ser util para o racional controle da praga e a eficdcia da tecnologia Bt em

cultivares de milho e outras culturas na agricultura mundial.
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Figuras - Capitulo I
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Figura 1.1. Caracterizacao do desempenho da populacio de S. frugiperda
(DZO) coletada em 2016 em campo com suspeita de falha de controle pelo
milho Bt piramidado CrylA.105 + Cry2Ab. Dados sdo médias + erro padrdo
mensuradas na progénie dos individuos procedentes do campo. a) Sobrevivéncia
larval aos 7 e 14 dias e no estddio de pupa. b) Biomassa larval aos 7 e 14 dias e
massa corporea no estidgio de pupa. ¢c) Tempo de desenvolvimento de neonata até
pupa. Barras com asterisco indicam diferencas significativas (ANOVA) entre o
milho ndo-Bt e o milho expressando as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab.

21



mmm Milho ndo-Bt  HEEE Milho Bt

LabRR DZO (campo)
a) b)
70 [
= 60
g g .
2 & 59 | T
©
9 8 40 - T
o o
<C|C,) <CIC)
= = 30
3 o
U%) 0‘8) 20 -
10
0 28 32 48 1 5 15

Meses sem pressio de selegdo Meses sem pressao de selecéo

Figura 1.2. Perda do nivel de resisténcia de duas populacoes de S. frugiperda
ao longo do tempo na auséncia de pressao de selecdo. a) Sobrevivéncia pupal
das populacdes de a) laboratorio (LabRR) e b) de campo (DZO) ao se criar as
larvas em folhagem de milho Bt CrylA.105 + Cry2Ab ou em milho ndo-Bt.
Dados sao médias = erro padrdo e barras com asterisco indicam diferengas
significativas (ANOVA) entre o milho n3o-Bt e o milho expressando as toxinas
CrylA.105 + Cry2Ab.

22



mmm Milho ndo-Bt ~ HEEE Milho Bt

a) LabRR b) DzO

150 A -

135 4

Biomassa larval 7 dias (mg)

c) d)

200 | 200 .
5
£ 180 180
©
s
2 160 160
()
©°
& 140 | 140 :
8 -
5
g 120 ] 120

100 100

0 28 32 48 1 5 15
e) f)

Tempo de desenvolvimento até pupa

0 28 32 48 1 5 15

Meses fora a exposicao Bt Meses fora a exposicéo Bt

Figura 1.3. Caracteristicas do ciclo de vida de S. frugiperta de duas
populacoes oriundas de laboratério e campo em milho Bt CrylA.105 +
Cry2Ab. Os parametros mensurados ao longo das gerac¢des foram (a, b) biomassa
larval aos 7 dias, (c, d) biomassa pupal e (e, f) tempo de desenvolvimento de
neonata até pupa das populagdes DZO e LabRR. Dados sdo médias + erro padrao
e barras com asterisco indicam diferengas significativas (ANOVA) entre o milho
nao-Bt e o milho expressando as toxinas Cryl A.105 + Cry2Ab.

23



mmm Milho ndo-Bt Milho Bt

a) DZ0O (Campo)

400
320

240 -

150+ “'
;100 -
50 A i
- 0 !

Fertilidade
(No. de neonatas/fémea)

LabRR
b)
840 - -
560
280 z

120

80 -

Fertilidade
(No. de neonatas/fémea)

40 -

28 32 48

Figura 1.4. Fertilidade dos insetos das populacoes de S. frugiperda apos
varias geracoes sem pressao de selecao as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab. (a)
Populacdo de campo e (b) de laboratério. Dados sdo médias + erro padrdo
mensurados ao longo do tempo (meses sem pressdo de selecio com toxinas Bt).
Barras com asterisco indicam diferengas significativas (ANOVA) entre o milho
ndo-Bt e o milho expressando as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab.
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Figura 1.5. Desempenho demografico de populacoes de S. frugiperda
mantidas sem pressao de selecao ao longo do tempo. Dados sdo médias + erro
padrdo das estimativas da taxa intrinseca de crescimento para (a) a populacido de
laboratério e para (b) a populacdo de campo. (b) Diferencial de desempenho dos
insetos resistentes no milho Bt e ndo-Bt mostrando a estabilidade ou instabilidade
da resisténcia nas populagdes, nas quais os valores de r,, obtidos para os insetos
criados no milho ndo-Bt foram subtraidos daqueles obtidos do milho Bt. Dados
sdo média e erro padrdo. Barras com asterisco indicam diferengas significativas
(Jacknife, teste t, P < 0,05) entre desempenho dos insetos no milho ndo-Bt e o
milho expressando as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab.
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Figura 1.6. Teste do modelo monogénico mendeliano da heranga da resisténcia de
S. frugiperda as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab. A andlise de qui-quadrado (3°) dos
dados de sobrevivéncia compara as frequéncias esperadas do modelo e as
observadas nas progénies do cruzamento e retrocruzamento. Colunas com barras
de erro padrdo representam as médias de sobrevivéncia obtidas na exposicdo ao

milho expressando as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab.
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Capitulo 11

Desempenho demografico de populacoes da lagarta-do-cartucho
em milhos Bt CrylF e CrylA.105 + Cry2Ab: algum fator

favoravel ao manejo da resisténcia?

Resumo

A lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) ¢ uma espécie que tem
adquirido uma grande importancia por sua dispersdo das Américas para Africa e
Asia e por muitas delas terem desenvolvido resisténcia a cultivares que expressam
toxinas de Bacillus thuringiensis (Bt). A ado¢do em larga escala de cultivares Bt
para o controle S. frugiperda exerce uma alta pressdo de selecio que pode
ocasionar o desenvolvimento de resisténcia no campo, o que foi o tema em deste
trabalho. Larvas de S. frugiperda de instares tardios foram coletadas em cultivos
de milho expressando uma (Cry1F) ou simultaneamente duas toxinas (CrylA.105
+ Cry2Ab) para se determinar o nivel de resisténcia dos individuos a estas toxinas
e estudar se o perfil da resisténcia mudou em relacdo aquele descrito
anteriormente em 2013 e 2016. A resposta das progénies F; resultantes do
cruzamento dos insetos das populagdes do campo com insetos suscetiveis de
laboratério também foi determinada para estimar a dominancia da resisténcia.
Posteriormente, as populagdes de campo foram mantidas durante 16 meses fora da
exposicdo a pressdo de selecdo com toxina Bt para testar a estabilidade da
resisténcia, como observado nos casos anteriores. As populagdes de campo
apresentaram resisténcia completa aos milhos CrylFa e CrylA.105 + Cry2Ab.
Somente o milho piramidado afetou negativamente os parametros biolégicos dos
insetos na fase imatura, porém sem diferencas nos valores da taxa intrinseca de
crescimento populacional em relacdo aos insetos criados no milho ndo-Bt. Esse
semelhante desempenho dos insetos resistentes na folhagem do milho Bt vs. ndo-
Bt indica que a resisténcia ao milho de duas toxinas é completa. Na escala de 0
(completamente recessiva) a 1 (completamente dominante), o valor da dominancia
funcional da resisténcia foi 0,44 e 0,96 no milho de tnica toxina e completamente
recessiva (0,04 e 0,05) no hibrido piramidado. O grau de resisténcia (diferencial
de desempenho demogréfico dos insetos resistentes na folhagem de milho Bt em
relacdo ao milho ndo-Bt) manteve-se ao longo das geracdes em que os individuos
foram mantidos fora da exposicdo a Bt. Esses resultados sdo consistentes com o
desenvolvimento de resisténcia ao milho piramidado no campo, a qual parece ser
recessiva e estdvel por mais de 12 geracdes na auséncia de pressdao de selecdo.
Esse perfil de resisténcia a Cryl A.105 + Cry2Ab aqui caracterizado parece diferir
daquele documentado anteriormente em S. frugiperda, aqui sendo a resisténcia
completa e estavel, condi¢des desfavordveis ao manejo da resisténcia.

Palavras-chave: Piramidacgao, Spodoptera frugiperda, dominancia funcional
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Introducao

Cultivares transgénicos piramidados, como o milho expressando duas toxinas de
Bacillus thuringiensis (Bt), entraram no mercado agricola em 2010 como
ferramenta no controle de populagdes de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae). O conceito de piramidagdo refere-se a incorporacdo de dois ou mais
genes que codificam para toxinas com dissimilares sitios de acdo. Essa estratégia
de ataque multiplo tem o potencial de atrasar o desenvolvimento de resisténcia
mais eficientemente quando comparadas as plantas de um tnica toxina (Carriere
et al. 2016). Na atualidade, o milho Bt piramidado CrylA.105 + Cry2Ab ¢é
adotado contra S. frugiperda apesar de muitas de suas populacdes apresentarem
resisténcia ao milho CrylFa (Storer et al. 2010; Farias et al. 2014) e haver risco
de resisténcia cruzada entre a toxina e CrylA.105 (Santos-Amaya et al. 2015).
Além disso, hd poucas opg¢des de toxinas Bt efetivas contra S. frugiperda para uso
em plantas transgénicas. Atualmente somente estdo disponiveis CrylA.105,
Cry2Ab e VipAa, as duas primeiras com ja com alguma perda de eficicia relatada,
0 que torna importante os estudos que buscam fornecer informagdes para o

manejo de resisténcia a essas toxinas.

As préticas de manejo da resisténcia de insetos baseiam-se na estratégia de alta
dose/refigio e a piramidacdo (Gould 1998). Um dos fatores importantes para
manter a durabilidade dos cultivares Bt piramidados é a auséncia de resisténcia
cruzada entre as toxinas, porém existe grande risco de resisténcia cruzada entre
toxinas Bt do grupo Cryl (Bernardi et al. 2015). No entanto, fatores genéticos das
populacdes podem oferecer condi¢cdes favordveis ou ndo a manutengao da eficicia
da tecnologia Bt. Por exemplo, heranca recessiva, resisténcia incompleta,
frequéncia inicial baixa de alelos de resisténcia e presenca de custo adaptativo
apresentam-se como condi¢des favordveis ao manejo da resisténcia ou mesmo a
selecdo contra a resisténcia a toxinas Bt (Gassmann et al. 2009; Tabashnik et al.
2009; Carriere et al. 2010). Com a presenca de populacdes de S. frugiperda no
campo resistentes a toxina CrylFa e com resisténcia cruzada a uma das toxinas Bt

componentes do milho Bt piramidado, resta apenas resisténcia incompleta e a
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presenca de custo adaptativo como condi¢des que poderiam favorecer a

durabilidade da eficicia de controle de S. frugiperda por esta tecnologia Bt.

A resisténcia a CrylFa tem sido caracterizada como recessiva e estavel, com
auséncia de custos adaptativos (Farias et al. 2014; Santos-Amaya et al. 2017a).
Adicionalmente, estudos tém documentado que populagdes de laboratério
respondem rapidamente a selecdo com toxinas CrylA.105 e Cry2Ab, produzindo
resisténcia caracterizada como incompleta, recessiva € com custos adaptativos
(Santos-Amaya et al. 2015; Bernardi ef al. 2017). No entanto, os fatores genéticos
da resisténcia sdo dindmicos devido a pressdo de selecdo no campo e podem
apresentar variagdes em direcao ao aumento da frequéncia de resisténcia ou a seu
declinio. Por exemplo, os custos adaptativos associados a certos alelos de
resisténcia podem ser mitigados se a pressdo de selecdo for mantida por muito
tempo (Cousteau et al 2000). Niu et al. (2016b) através de F, screen documentou
a presenca de diferentes alelos de resisténcia a Cry2Ab em populacdes de campo
de S. frugiperda nos Estados Unidos. Assim, estudos sobre o status atual da
resisténcia nas populacdes de campo e as caracteristicas da base genética deve
gerar conhecimento novo e util a tomada de decisdes no manejo da resisténcia,
possibilitando uso racional de estratégias que promovam mais eficientemente o

atraso na taxa de desenvolvimento de resisténcia no campo.

Além do histérico mencionado acima, tem havido algumas reclamagdes de perda
de eficiéncia de controle de S. frugiperda pelo milho Bt CrylA.105 + Cry2Ab.
Isso pode estar ou ndo associado com resisténcia as toxinas Bt como mostra
prévios estudos (Franca 2018; Santos Amaya et al. 2019; Souza et al. 2019) e para
melhor entender o fendmeno, € preciso caracterizar a possivel resisténcia em
populacdes provenientes de lavouras com suspeita de falha de controle do inseto.
Em 2013 e 2016, foram obtidas populagdes de S. frugiperda resistentes a
CrylA.105 + Cry2Ab derivadas do campo (Santos-Amaya te al 2015, Cap. 1 desta
tese). A resisténcia foi incompleta, recessiva e associada a fortes custos
adaptativos (Santos-Amaya et al. 2019), capazes de selecionar contra a resisténcia
(Cap.1). No entanto, com a continuada pressdo de selecdo, é possivel que o perfil

da resisténcia tenha mudado desde 2013. Portanto, o objetivo neste estudo foi
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caracterizar o atual status da resisténcia em populacdes de campo de S. frugiperda
em milhos Bt expressando as toxinas CrylFa e Cryl A.105 + Cry2Ab. Além disso,
no milho Bt, avaliou-se o desempenho dos insetos supostamente heterozigotos
resultantes de cruzamento em laboratdrio e a estabilidade da resisténcia ao longo

de 12 ou mais geragdes sem pressao de selecdo.

Material e Métodos

Coleta e manutencdo dos insetos

Larvas de quinto instar de S. frugiperda foram coletadas em 2017 de lavouras de
milho Bt Herculex (CrylFa) e VTPro (CrylA.105 + Cry2Ab2) nos municipios de
Coimbra e Cajuri, Minas Gerais, Brasil, respectivamente. Os insetos coletados
foram transferidos para bandejas de PVC de 16 pocos e alimentados com folhas
do respectivo milho até o estddio de pupa. Os insetos de cada localidade
permaneceram separados formando as populacdes nomeadas RHX17 e RPR17.
Os adultos resultantes de cada populagdo foram colocados em gaiolas de PVC (40
cm de altura x 30 cm de didmetro) recobertas no interior com papel sulfite para
oviposi¢do. Placas de petri com algoddo embebido em solucdo de agucar e de
acido ascorbico (10%-5%) foi fornecido para sua alimentacdo. Os insetos foram
mantidos em temperatura controlada de 27 + 2 °C, umidade relativa de 70 £ 15% e
fotoperiodo de 14L: 10D. Coleta de ovos foi realizada a cada dois dias e apds
eclosdo, neonatas foram utilizadas para a montagem do experimento ou colocadas

em dieta artificial para a manutencao da populacido em laboratdrio.

Bioensaio com folhagem de milho Bt CrylFa ou CrylA.105 + Cry2Ab

Parametros bioldgicos dos insetos foram avaliados nas duas populagdes de campo
e uma populacdo suscetivel de laboratério (Embrapa SS, padrao de suscetibilidade
a inseticidas cedida pela Embrapa Milho e Sorgo). O experimento foi conduzido
com as progénies F; de S. frugiperda. em milho Herculex e RB9110PRO

expressando respectivamente as toxinas de B. thuringiensis CrylFa e CrylA.105
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+ Cry2Ab2, foram cultivados em condi¢des de campo seguindo os tratos culturais
recomendados. O cultivar RB9110, um isohibrido nao-Bt, foi utilizado como
controle. Cento e sessenta neonatas (< 24 horas de eclosdao) de cada populacdo
foram transferidas para bandejas de PVC de 16 pocos (Advento do Brasil,
Diadema, SP) contendo sec¢des foliares de milhos em estadio fisioldégico V4-V5.
A folhagem foi fornecida as larvas e trocada a cada dois dias até elas atingirem o
estadio de pupa. As caracteristicas da historia de vida das populacdes mensuradas
foram a taxa de sobrevivéncia até pupa, a biomassa das larvas aos sete dias de
idade e pupas, além do tempo de desenvolvimento de neonata até pupa em cada

tipo milho de milho utilizado.

Parametros de fertilidade

Vinte casais de cada populacio para cada milho de milho (CrylFa, CrylA.105 +
Cry2Ab2 e o isohibrido nao-Bt) foram formados de machos e fémeas virgens
provenientes do experimento anterior. Cada casal foi colocado individualmente
(19:13) em gaiolas de acasalamento (10 cm de altura x 10cm de didmetro)
recobertas com papel sulfite. A coleta de ovos e a contagem de neonatas eclodidas
foram realizadas diariamente até a morte dos individuos. Os dados coletados
foram usados na confeccdo de tabela de vida para determinar os seguintes
paramatreos: taxa liquida de reproducdo (fémea/fémea/geracido, Ry), taxa

intrinseca de crescimento (fémea/fémea/dia, r,,) e tempo de geracdo (dias, 7).

Suscetibilidade da progénie F ao milho Bt de uma e duas toxinas Bt

Bioensaios com folhagem foram realizados em laboratério como descrito
anteriormente para avaliar a sobrevivéncia dos insetos das populacdes resistentes
(RHX17 e RPR17), suscetivel (Embrapa SS) e F; provenientes dos cruzamentos
reciprocos entre os parentais (RQ/S3 e RA/S?). Milhos Herculex e RB9110PRO
expressando respectivamente as toxinas CrylFa e CrylA.105 + Cry2Ab foram
utilizados para a alimentacdo das larvas. O isohibrido ndo-Bt RB9110 foi utilizado

como controle. Uma pequena se¢do foliar (1-2 cm) foi colocada dentro de cada
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célula de uma bandeja de bioensaio de 128 células. Uma neonata foi transferida
individualmente para cada célula e as células cobertas com papel adesivo para
evitar o escape das larvas. A folhagem foi substituida a cada trés dias. As bandejas
contendo as neonatas foram mantidas a 27 £ 2 °C, 70 £ 15% u.r. e fotoperiodo de
14L: 10D. Para cada combinacdo de genétipo de inseto e tipo de milho foram
feitas oito repeticdes contendo 16 neonatas (n = 8 x 16 = 128 larvas). A
sobrevivéncia larval foi avaliada sete dias apdés. A dominancia funcional da
resisténcia (D,) foi calculada a partir da férmula D, = (Xgs — Xs5)/(Xgr — Xss),
aonde Xgg, Xss € Xgs correspondem aos valores de sobrevivéncia do gendétipo
resistente, suscetivel e heterozigoto (F;), respectivamente. Quando o valor de D, é
0 significa que a heranca da resisténcia € recessiva e um valor de 1 indica
resisténcia completamente dominante. Um valor intermediério de 0,5 € refere-se a

resisténcia codominante ou aditiva (Bourguet et al. 2000).

Nivel de resisténcia e performance ao longo do tempo sem pressado de selecdo

Observacdes prévias em nosso laboratorio indicam que o nivel de resisténcia as
toxinas CrylA.105 + Cry2Ab nos insetos de algumas populacdes tende a reduzir
quando sdao mantidos fora da exposi¢do as toxinas Bt, caracterizando os efeitos
acumulativos do provdvel custo adaptativo da resisténcia ao longo de vdrias
geracdes. Os componentes de desempenho bidtico e reprodutivo da populagdo
RHX17 e RPRO17 foram analisados em quatro ocasidoes ao longo de um periodo
de 12 meses sem exposi¢ao as toxinas CrylFa e CrylA.105 + Cry2Ab. Larvas das
populacdes suscetivel e resistente foram alimentadas com folhagem de milho Bt e
nao-Bt (hibrido RB9110 PRO e sua isogénico RB9110, Riber KW Sementes,
Patos de Minas, MG). As folhas foram obtidas de plantas em estddio V4-V9
cultivadas em condicdes de campo e seguindo os tratos culturais recomendados,
com irrigacdo didria para garantir alimento de boa qualidade aos insetos ao longo
do experimento. Neonatas de cada genétipo do inseto foram individualizadas em
bandejas de PVC de 16 pogos e alimentadas com fragmentos de folha sob
condi¢des controladas de laboratério. A folhagem foi trocada a cada dois dias até

as larvas atingirem o estidgio de pupa. A sobrevivéncia e peso das lagartas aos 7
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dias, além do tempo de desenvolvimento, peso pupal e sobrevivéncia de pupa dos
individuos das trés populagdes foram avaliados para as devidas comparacdes. As
pupas obtidas foram sexadas para formar de 15-20 casais virgens para cada
combinacdo de populagdo e tipo de milho (Bt e nao-Bt). Cada casal foi colocado
em uma gaiola de PVC (10 cm altura x 10 cm @), com alimento para as mariposas
(solug¢do aquosa de 10% acucar e 5% 4cido ascoérbico em algoddo hidrofilico) e
avaliado diariamente durante toda a fase reprodutiva. A coleta de ovos e a
contagem de neonatas eclodidas foi feita diariamente para se obter a estimativa da
fertilidade das fémeas. Com esses dados, foram estimados os pardmetros de
crescimento populacional, incluindo, taxa liquida reprodutiva (Ry), taxa intrinseca

de crescimento (r,,) € tempo médio de geracao (7).

Analise estatistica

As taxas de sobrevivéncia foram comparadas ao longo das geragdes por meio de
andlise de variancia das estimativas obtidas para individuos resistentes e
suscetiveis. A biomassa de larvas, de pupas e tempo de desenvolvimento foram
submetidas a andlise de variancia de uma via com cada populacdo de S. frugiperda
nos milhos Bt e ndo-Bt. As médias foram separadas usando o teste de Tukey (P <

0.05).

As estatisticas de tabela de vida, que fornecem estimativas do potencial de
crescimento populacional, foram calculadas através do protocolo “life table, SAS”
desenvolvido por Maia et al. (2000) (SAS 2011). As varidncias associadas as
estimativas foram estimadas utilizando o método de Jackknife, que fornece os
intervalos de confianca e teste t com seus respectivos P valores para comparacoes

entre os grupos de individuos de cada populacdo expostos aos diferentes milhos.
Resultados

Performance em plantas de milho Bt simples e piramidadas

A taxa de sobrevivéncia larval e de neonatas até pupa foi maior que 70% em

ambas as populacdes de S. frugiperda no milho CrylF e milho ndo-Bt, enquanto
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que este parametro foi duas vezes menor na populacio RPR17 no milho
CrylA.105 + Cry2Ab2 (Fig. 2.1a-b). A biomassa de larvas e pupas foi similar ou
maior no milho CrylFa em relacio ao milho nao-Bt. Entretanto, o milho
CrylA.105 + Cry2Ab2 inibiu significativamente (P < 0.05) o ganho de biomassa
das larvas de ambas populacdes (Figura 2.1c) aumentando o tempo para a larvas

atingirem o estddio de pupa (Fig. 2.1e).

O ntimero de descendentes femininos (taxa liquida de reproducdo, Ry) ndo diferiu
(P > 0.05) entre as populagdes RHX17 e RPR17 nos trés tipos de milho (2 Bte 1
nao-Bt) (Fig. 2.2a, d). A taxa intrinseca de crescimento populacional (r,) da
populacdo RHX17 foi maior (cerca de 4%) no milho CrylFa, porém nao diferiu
entre o milho piramidado e o ndo-Bt. Da mesma forma, ndo houve diferencas
entre o valor de r, nos trés milhos na populacio RPRO17 (Fig. 2.2b, e). Para
ambas as populacdes, o tempo de geracdo (7) foi maior no milho CrylA.105 +
Cry2Ab2 do que CrylFa. Importante, todos esses parametros ndo diferiram (P>

0.05) quando comparados ao milho nao-Bt (Fig. 2.2¢-f).

Domindncia efetiva em milho Bt simples e piramidado

Os insetos parentais e as progénies sobreviveram mais de 80% no milho nédo-Bt,
permitindo observar a resposta delas aos milhos Bt. Os insetos parentais
suscetiveis ndo sobreviveram em nenhum dos milhos Bt, mostrando a
sensibilidade deles as toxinas expressas nos milhos, ao contrdrio dos resistentes de
ambas as populagdes, que sobreviveram de 80-90% no milho CrylF contra 55-
65% no milho piramidado (Fig. 2.3a-b). No milho CrylF, a progénie do
cruzamento RQ x S& teve a metade da sobrevivéncia da progénie SQ x RdJ,
indicando efeito parental, efeito que ndo observado no milho piramidado. Mais
importante, as progénies do cruzamento de RHX17 sobreviveram 10-50% no
milho CrylF, contra 90% de sobrevivéncia dos parentais resistentes (Fig.2.3a).
Essa comparagdo para RPRO17 foi de 70% contra 80%, respectivamente para as
progénies e os parentais (Fig.2.3b). No milho Bt piramidado, as progénies F; em

ambas as populagdes resistentes sobreviveram menos que 5%, valor que € mais

34



semelhante aos parentais suscetiveis (0%) do a os parentais resistentes (55 e 65%)

(Fig.2.3a-b).

As taxas de sobrevivéncia nos milhos Bt descritas acima foram corrigidas para
obter a dominancia funcional da resisténcia (Dx) de ambas as populagdes. Os
resultados mostraram que a resisténcia ao milho CrylFa foi incompletamente
recessiva (Dx = 0,44) na populagdo RHX17 e dominante (Dx = 0,96) na populagdo
RPROI17. Por outro lado, a resisténcia ao milho expressando as toxinas
CrylA.105 + Cry2Ab foi completamente recessiva em ambas as populacdes, com

valores de dominancia efetiva (Dx) variando entre 0,04 e 0,05 (Tabela 1).

Nivel de resisténcia e historico de vida ao longo do tempo sem pressdo de

selecdo

Considerando somente caracteristicas individuais nos insetos, ambas as
populacdes mostraram uma diminuicdo da capacidade adaptativa ao milho
expressando as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab apds o periodo sem pressdao de
selecao (Fig. 2.4). A sobrevivéncia da populagdo RHX17 diminuiu a 30% no
milho Bt num periodo de 12 meses (P < 0,01). Embora a populagdo mostrou uma
sobrevivéncia constante no milho niao-Bt (P > 0,05), individuos mantidos no
laboratério como populacdo base perderam a capacidade de completar o
desenvolvimento impossibilitando obter novas progénies para as avaliacdes
posteriores. A sobrevivéncia dos insetos na populagdo RPRO17 variou no milho
Bt a cada geracdo avaliada, oscilando entre niveis de 30% e 45% de sobrevivéncia
ao longo dos 12 geragdoes fora da exposicdo (P > 0,05). Adicionalmente, houve
uma diminui¢do significativa da sobrevivéncia no milho ndo-Bt (P = 0,01), até
atingir na ultima geragdo o mesmo patamar que o milho Bt (Fig. 2.4d). Para
ambas as populagdes, a biomassa larval aos 7 dias foi menor no milho Bt que no
milho nao-Bt (P < 0,05) (Fig. 2.4b, e) o que consequentemente atrasou o
desenvolvimento dos individuos de neonata até a fase de pupa em todas as
geracdes (P < 0,05) (Fig. 2.4c, f). Na populacio RHX17, a biomassa pupal dos

individuos manteve-se menor quando criados no milho Bt que no ndo-Bt (P <
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0,05) (Fig. 2.4b), contrdrio ao observado na populacio RPRO17, aonde a
biomassa pupal na maioria das geracdes fora a exposicdo Bt ndo apresentou

diferengas entre os dois tipos de milho (P > 0,05) (Fig. 2.4e).
Desempenho populacional ao longo das geragdes

Tanto no milho Bt quanto ndo-Bt, os valores dos parametros demograficos de
ambas as populagdes quando os insetos permaneceram fora da exposi¢do as
toxinas Bt decairam ao longo das geracdes (Fig. 2.5). Em ambas as populacdes
houve uma reduc¢do da producio de fémeas por geracdo tanto no milho Bt quanto
no milho nao-Bt (P < 0,05) (dados ndo mostrados). Da mesma forma, houve um
decréscimo na taxa de crescimento populacional nos dois tipos de milho (P <
0,05). Na populagdo RHX17 ao final de doze meses os individuos criados no
milho Bt ou ndo-Bt alcangcaram niveis similares de reprodu¢do, mas nao houve
individuos vidveis que produziram progénie para as avaliacdes posteriores.
Importante, mesmo os insetos resistentes tendo reduzido o desempenho
demogréfico na folhagem de ambos os milhos, o diferencial de desempenho deles
no milho Bt e ndo-Bt foi nulo, indicando que a resisténcia se manteve estavel

durante 12 a 16 meses (Fig. 2.6).

Discussao

Cultivares piramidados t€m sido utilizados como estratégia para prolongar a vida
util da tecnologia Bt no manejo de pragas. Embora em certos casos hd mais doze
anos a tecnologia tem se mantido eficaz, a selecdo para resisténcia em populacoes
de insetos-praga no campo € um constante desafio, principalmente em regides de
intensiva agricultura (Tabashnik & Carriere 2017). No ano 2017, a suscetibilidade
de duas populacgdes de S. frugiperda, RHX17 e RPRO17, provenientes de coletas
em lavouras de milho CrylFa e CrylA.105 + Cry2Ab, respectivamente, foi
caracterizadas em milhos Bt piramidado e de uma unica toxina. Como demostrado
previamente, populacdes de S. frugiperda tiveram melhoria de desempenho (por
resisténcia) quando expostas a toxina CrylFa (Storer et al. 2010; Farias et al.
2014; Huang et al. 2014; Santos-Amaya et al. 2017b). Além disso, ja 2015,

evidéncias mostravam um alto risco de desenvolvimento de resisténcia a duas
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toxinas Bt usadas conjuntamente em um mesmo cultivar (Santos-Amaya et al.
2015; Bernardi et al. 2017) embora alelos de resisténcia a toxina Cry2Ab parecam
ser mais raros em algumas populacdes de campo de S. frudiperda (Niu et al.
2016b). Os resultados deste trabalho confirmam a reduzida eficacia do milho de
Unica toxina e mostram resisténcia de campo ao milho piramidado expressando as
toxinas Cryl A.105 + Cry2Ab. Em ambas as populagdes, as taxas de sobrevivéncia
e outras caracteristicas dos individuos na fase imatura (i.e., biomassa de larvas e
pupas e tempo de desenvolvimento), ndo foram afetadas pela alimentagao larval
em folhagem de milho CrylFa. Em contraste, a sobrevivéncia no milho Bt
piramidado variou entre 30% e 70% até atingir o estddio de pupa, a biomassa
larval foi menor e o tempo de desenvolvimento aumentou em relagdo ao milho
ndo-Bt. No entanto, o desempenho demogréifico nos insetos de ambas as
populacdes ndo diferiu entre o milho ndo-Bt e os dois tipos de milho Bt. Esses
resultados sdo pioneiros em caracterizar populagdes de campo de S. frugiperda
com resisténcia completa as toxinas CrylFa e ao milho Bt piramidado que
expressa CrylA.105 + Cry2Ab, contrastando com resultados prévios em
populacdes resistentes de laboratério (Santos-Amaya et al. 2015). Assim, €
provavel que certas reclamacdes de falha de controle de S. frugiperda pelo milho

CrylA.105 + Cry2Ab se devem de fato ao desenvolvimento de resisténcia.

Teoricamente, situagdes favordveis ao manejo de resisténcia ocorrem quando a
resisténcia € incompleta e possul heranga recessiva e custos adaptativos (Carriere
& Tabashnik 2001; Gassmann et al. 2009; Carriere et al. 2010). Aqui, o
desempenho dos individuos F; (supostamente heterozigotos) nos trés tipos de
milho indicou que a dominéncia funcional da resisténcia ao milho CrylFa variou
entre as populacdes, sendo incompletamente recessiva (RHX17) até dominante
(RPRO17). Em contraste, a dominancia as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab foi
recessiva em ambas populacdes, nesse aspecto sendo favordvel ao manejo se
houver individuos suscetiveis que acasalam com os resistentes. Casos de
resisténcia a Bt com heranga ndo recessiva parece ndo ser tao infrequentes em S.
frugiperda (Farias et al. 2016; Niu et al. 2016a, 2018). Semelhante ao nosso
resultado, hd casos em que a resisténcia a Cry2Ab e sua piramidacdo com

CrylA.105 apresentou heranca completamente recessiva (Santos-Amaya et al.
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2015; Acharya et al. 2017; Bernardi et al. 2017), mas h4 também casos em que a
resisténcia mostrou ser um caractere nao recessivo (Niu er al. 2019; Zhu et al.
2019). Seja qualquer o tipo de dominancia que predomine, os resultados deste
estudo indicam a presenca de alelo de resisténcia a CrylF que parece ser
dominante, em contraste com a resisténcia a CrylA.105 + Cry2Ab que parece ser
codificada por alelo(s) em recessividade nas duas populagcdes de S. frugiperda

estudadas.

A resisténcia completa ao milho CrylA.105 + Cry2Ab nas populagdes aqui
estudadas € indicio de um perfil de resisténcia as toxinas diferente da populacio
1solada em 2013 e 2016 (Santos-Amaya, et al., 2015, Cap. 1). Frente as possiveis
mudancas nas caracteristicas bioldgicas de adaptacdo as toxinas Bt nas atuais
populacdes de S. frugiperda (Cousteau et al. 2000, Liu et al. 2002) é pertinente
questionar se a presenca de custos adaptativos (Santos-Amaya et al. 2019)
continuam ser um fator importante que potencialmente pode afetar a estabilidade
da resisténcia (Gassmann et al. 2009). Ao remover a pressdao de selecdo (i.e.,
consumo de folhagem do milho Bt), obteve-se respostas adaptativas semelhantes
ao longo do tempo nas populagdes resistentes aqui estudadas. Em ambas as
populacdes, as caracteristicas que representam o desempenho da fase imatura
foram inferiores nos individuos alimentados com folhagem Bt durante todas as
geragOes, mas o diferencial entre o desempenho demogréfico dos insetos no milho
Bt e ndo-Bt foi nulo, indicando que a resisténcia ndo decaiu com o tempo. Efeitos
deletérios de outros fatores see manifestaram pela reducdo no nimero de fémeas e
diminui¢do das prog€nies em ambos os tipos de milho. Isso parece ter sido
determinante para as populacdes terem baixas taxas de crescimento ao longo do
tempo fora da pressdo de selecdo. A estabilidade da resisténcia a CrylFa em S.
Jfrugiperda esté ligada a auséncia de custos adaptativos (Vélez et al. 2014; Santos-
Amaya et al. 2017a), auséncia essa também observada em populagdes com
resisténcia a CrylA.105 (Niu et al. 2018) ou a Cry2Ab (Acharya et al. 2017). No
entanto, previamente nas populacdes com resisténcia simultanea as duas toxinas,
custos adaptativos foram evidentes (Bernardi et al. 2015), Santos-Amaya et al.,

2019).
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Assim, os resultados desta pesquisa indicam que ndo deve haver tendéncia de
restabelecimento da suscetibilidade pela presenga de custos adaptativos associados
com a resisténcia (Carriere & Tabashnik 2001). No entanto, as populacdes
também diminuiram o seu desempenho reprodutivo no milho nao-Bt. Sabe-se que
a manuten¢do laboratorial de alguns lepidépteros € um grande desafio devido a
depressao endogamica populacional (FIFRA 2018). Adicionalmente, estudos de
laboratério mostram que baixa diversidade genética devido a um niimero restrito
de individuos na populac@o pode levar tanto a maior mortalidade larval quanto a
redugdes no desempenho geral (i.e., fitness) dos individuos, podendo até levar a
populacdo a extingdo (Bryant ef al. 1999; Markert et al. 2010). Portanto, a queda
no desempenho demogréfico dos insetos tanto na presenca quanto na auséncia de
toxina Bt pode ter sido influenciado por possiveis efeitos de manutencdo das

populacdes em laboratério e/ou depressao endogamica dos individuos.

Em resumo, este estudo alerta para a ampla dissemina¢do da resisténcia a CrylFa,
sendo encontrada até mesmo em populacdes de regido sem intensa pressdo de
selecdo, como é o caso das populacdes aqui estudadas. Além disso, foi
documentado o desenvolvimento de resisténcia em populacdes de campo as
toxinas CrylA.105 + Cry2Ab. Tal resisténcia simultdnea a duas toxinas foi
completa e estdvel ao longo de 16 meses, condi¢do desfavordvel ao manejo da
resisténcia em campo. No entanto, a resisténcia parece ser funcionalmente
recessiva, o que pode possibilitar 0 manejo da resisténcia se houver individuos
suscetiveis que acasalam com os resistentes. Essas caracteristicas associadas a
manutencdo de dreas de refdgio, preservacdo do controle biolégica natural e uso
de outras titicas de manejo, incluindo aplicacdo de inseticidas sintéticos quando
necessario, devem ser as acOes mais prudentes para reduzir ou mitigar o aumento
da frequéncia de alelos de resisténcia ao milho Bt CrylA.105 + Cry2Ab no
campo. Esforcos adicionais de pesquisas, principalmente que busquem entender a
interacdo de ticticas de manejo visando integracdo racional delas, sdo importantes
para auxiliar a manutencio da eficdcia dos cultivares Bt e outras tecnologias de

manejo de pragas na agricultura.
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Figuras e Tabela - Capitulo 2
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Figura 2.1. Caracteristicas da historia de vida de duas populacées de campo
de S. frugiperda criadas em folhagem de milhos Bt e nao-Bt. a-b)
Sobrevivéncia dos individuos aos sete dias e até o estddio de pupa. ¢) Biomassa de
larvas aos sete dias. d) Biomassa dos individuos que atingiram o estddio de pupa.
e) Tempo de desenvolvimento de neonata até a fase de pupa. Colunas (médias +
erro padrdo) com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (P < 0,05)

entre os tipos de milho.
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Figura 2.2. Resisténcia completa de duas populacées de S. frugiperda a
plantas de milho Bt CrylF e CrylA.105 + Cry2Ab. Mostradas sdo as
estimativas dos parametros de tabela de vida de fertilidade obtidos: a e b) Taxa
liquida de reproducgdo (Ry); c e d) Taxa intrinseca de crescimento populacional (7,
); e e f) Tempo de geracdo (7). Para cada parametro, médias seguidas com a
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste ¢ por comparagdes de grupos pareados

(o= 0.05). ns = ndo significativo.
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Figura 2.3. Sobrevivéncia larval de insetos parentais e suas progénies de
cruzamentos reciprocos nas duas populacoes de campo de S. frugiperda
quando alimentados folhagem de milhos Bt simples e piramidado. Dados sao
médias + erro padrdo da sobrevivéncia larval aos 7 dias em milho ndo-Bt e Bt
expressando as toxinas CrylFa e CrylA.105 + Cry2Ab. As taxas de sobrevivéncia
foram mensuradas para individuos suscetiveis (LabSS), heterozigotos (F;) e
resistentes das populacdes (a) RHX17 e (b) RPRO17. Barras com diferente letra
indicam diferencas significativas (ANOVA, test de Tukey, P < 0,05) entre as

linhagens dentro do milho nao-Bt ou Bt.
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Tabela 1. Dominancia efetiva da resisténcia a CrylFa e CrylA.105 + Cry2Ab em

duas populacdes de campo de S. frugiperda. A varidvel resposta foi a

sobrevivéncia aos sete dias de exposicao as toxinas expressa nos milhos Bt.

vito B oo Feenagen e Doinini
CrylFa LabSS 0,00
F; (RHX17 x LabSS) 43,64 0,44
F; (RPRO17 x LabSS) 84,45 0,96
RHX17 100,00
RPRO17 87,80
CrylA.105 + Cry2Ab LabSS 0,00
F; (RHX17 x LabSS) 3,40 0,05
F; (RPRO17 x LabSS) 2,62 0,04
RHX17 66,97
RPRO17 66,67
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Figura 2.4. Taxa de sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento de
imaturos de duas populacoes de campo de S. frugiperda ao longo do tempo
sem exposicao ao Bt. As caracteristicas mensuradas foram (a, d) Sobrevivéncia
pupal, (b, e) biomassa pupal e (c, f) tempo de desenvolvimento de neonata até
pupa das populacdes RHX17 e RPRO17. Dados sdao médias + erro padrdo e barras
com asterisco indicam diferencas significativas (ANOVA) entre o milho nao-Bt e
o milho expressando as toxinas Cryl A.105 + Cry2Ab.
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Figura. 5. Diferencial de desempenho dos insetos resistentes no milho Bt e
nao-Bt mostrando a estabilidade da resisténcia nas populacées. Os valores de
rm obtidos para os insetos criados no milho ndo-Bt foram subtraidos daqueles
obtidos do milho Bt. Dados médias e erros padrao.
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Capitulo 111

Custo adaptativo e mitigacao da resisténcia a duas toxinas Bt em
populacoes da lagarta-do-cartucho

Resumo

Aliada ao ataque multiplo pela piramidagdo de toxinas Bt, a estratégia de reftigio é
recomendada para diminuir a velocidade de desenvolvimento de resisténcia no
campo, sendo que e a presenca de plantas ndo-Bt ou a qualidade de plantas
hospedeiras alternativas no reftigio podem amplificar uma possivel desvantagem
adaptativa nos insetos carreadores de alelos de resisténcia. No presente trabalho,
quatro populacdes de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae), duas
resistentes ao milho piramidado CrylA.105 + Cry2Ab (i.e., uma isolada do campo
em 2017 e outa de laboratério, mantida desde 2013) e duas que sdo padrdo de
suscetibilidade as toxinas foram usadas para determinar a existéncia de custos
associados a resisténcia. Utilizando milho e algodao ndo-Bt como fonte alimentar,
comparou-se entre as populacdes a taxa de sobrevivéncia, a biomassa de pupas,
tempo de desenvolvimento e o efeito combinado desses fatores calculando-se um
indice de desempenho geral. A sobrevivéncia larval, pupal, biomassa e tempo de
desenvolvimento dos insetos foi menor s para a populagdo de laboratério LabRR,
tanto no milho quanto nas estruturas de algoddao. Consequentemente isso refletiu
em que o indice de adaptacdo fosse menor quando comparado as demais
populacdes. Os resultados indicaram que a resisténcia de campo ao milho
piramidado CrylA.105 + Cry2Ab ndo estd associada a custos adaptativos no
milho ndo-Bt e a variacdo alimentar provida pela qualidade nutricional do algodao
ndo afetou negativamente o desempenho da populagdo resistente. Esse cendrio
potencialmente é desfavordvel ao manejo de resisténcia de S. frugiperda ao milho
e algoddo Bt contendo CrylA.105 e/ou Cry2Ab, cendrio esse que deve ser

considerado no uso racional de estratégias de manejo da resisténcia.

Palavras-chave: Spodptera frugiperda, CrylA.105/Cry2Ab, populagdo de

campo, manejo da resisténcia
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Introducao

O uso de cultivares transgénicos produzindo toxinas de Bacillus thuringiensis (Bt)
tém sido uma tdtica usada com sucesso no controle de pragas-alvo, porém sua
eficdcia tem sido reduzida pela aparicdo de resisténcia a toxinas Bt em algumas
populagdes das pragas. As prdticas para o manejo de resisténcia de insetos a
plantas Bt baseiam-se no uso da estratégia de alta dose/refligio e eventos
piramidados (Tabashnik e al. 2013). A alta dose/refligio consiste em promover o
acasalamento de insetos sobreviventes (resistentes) das lavouras Bt com
individuos suscetiveis provenientes do refugio (planta ndo-Bt), produzindo
descendentes hibridos que irdo morrer se a dose for alta o suficiente para que a
resisténcia seja recessiva, atrasando a evolucdo da resisténcia (Tabashnik et al.
2009). Adicionalmente, fatores que podem interagir favorecendo o sucesso do
refugio sdo: menores frequéncias iniciais do alelo de resisténcia, resisténcia
incompleta e custos adaptativos (Tabashnik ef al. 2013). Custos adaptativos sdo o
resultado dos efeitos negativos pleiotrépicos do alelo de resisténcia, e juntamente
com o grau de domindncia dos custos, tem o potencial de selecionar contra
qualquer um dos gendtipos que carregam o alelo de resisténcia (Gassmann et al.

2009).

Custos adaptativos associados com a resisténcia a Bt podem ser importantes na
auséncia de pressdo de selecdo (e.g., refugio). Normalmente a instabilidade da
resisténcia € tomada como evidéncia do custo adaptativo, o qual também € notavel
quando o desempenho dos individuos resistentes é menor se comparado com
individuos susceptiveis. Quando custos sdo recessivos, eles afetam unicamente
individuos homozigotos resistentes € quando dominantes comprometem ambos 0s
gendtipos carregando o alelo de resisténcia (Carriere et al. 2010). Apesar dos
esforcos feitos na elaboracdo de estratégias que sdo recomendadas para aumentar
a vida util da tecnologia Bt no controle de pragas, evolucao de resisténcia a campo
a proteinas Cry tem sido evidenciada em algumas populacdes de insetos (Storer e?
al. 2010; Farias et al. 2014; Omoto et al. 2016). Em alguns desses casos de
resisténcia hd auséncia de custos adaptativos (Jakka et al. 2014; Santos-Amaya et

al. 2017). No caso da resisténcia a CrylF, o mecanismo de resisténcia em
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populacdes de S. frugiperda parece associado a diminuicdo na produgdo de
proteinas de fosfatase alcalina (ALP), receptor de ligacdo na interacdo com a
toxina e que paralelamente contribui em fungdes destoxificativas. Assim,
esperava-se que essa diminuicdo associada com a resisténcia afetasse processos
fisiolégicos no inseto, porém esse parece ndo ser o caso, pois a redu¢do na
concentracdo da proteina de membrana ndo alterou a sobrevivéncia e

desenvolvimento dos insetos resistentes (Jurat-Fuentes et al. 2011).

Custos adaptativos interagindo com o ambiente podem ser magnificados por
variacOes nas condi¢Oes ecoldgicas nas quais estdo expostas as populagdes
resistentes, incluindo plantas hospedeiras (Saeed er al. 2010) e poderiam ser
utilizados como parte de uma estratégia para retardar a evolugdo de resisténcia ou
reverté-la (Janmaat & Myers 2003; Bird & Akhurst 2007). Além da preferéncia
hospedeira de S. frugiperda pelo milho, suas larvas tem a capacidade de infestar
campos de algodao (Martinelli et al. 2007). No algoddao, o comportamento
alimentar pode variar de acordo com o estidgio larval do inseto, sendo que
neonatas (larvas com < 24 h de eclosdo) comecam se alimentar da superficie da
folha e posteriormente se movimentam para botdes e flores. Em instares larvais
mais desenvolvidos, os insetos conseguem se alimentar das cdpsulas reprodutivas
antes de empuparem (Barros ef al. 2010). Para magnificar custos adaptativos da
resisténcia em certos insetos-praga, o algodoeiro pode ser uma planta hospedeira
promissora pela presenca de gossipol, aleloquimico que € constitutivamente
produzido pela planta e pode ser induzido em resposta a herbivoria (Bird &

Akhurst 2007; Williams et al. 2011).

A resisténcia a CrylA.105 + Cry2Ab em populagdes brasileiras de S. fugiperda
inicialmente parecia associada a fortes custos adaptativos (Santos-Amaya et al.
2019), capazes de auxiliar na manutencdo da eficicia de cultivares de milho
expressando tais toxinas Bt. No entanto, essa condi¢do favordvel ao manejo pode
mudar se houver selecao de alelos de resisténcia menos custosos ao organismo ou
que estejam acompanhados de genes mitigadores do custo adaptativo (Cousteau et
al. 2000). Até 2015/2016, haviam populagdes de S. fugiperda que ainda

apresentavam forte custo adaptativo, levando a instabilidade da resisténcia (Cap.
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1). Mais recentemente, novas populacdes resistentes foram isoladas (Cap. 2) e o
questionamento € se a atual resisténcia a CrylA.105 + Cry2Ab ainda continua
associada a fortes custos adaptativos como na populacdo de 2013. Além disto,
processo semelhante de ajuste na arquitetura genética de uma populagdo resistente
(Cousteau et al. 2000) pode ocorrer em laboratério e o questionamento é se o
cendrio anterior (de forte custo adaptativo) ainda estd presente na populagdo de S.

frugiperda mantida em laboratério hé cerca de seis anos.

Baseando-se nesses conhecimentos, o objetivo neste trabalho foi testar a presenca
de custo adaptativo em duas populacdes resistentes a Cryl A.105 + Cry2Ab, uma
recentemente isolada do campo e outra mantida em laboratorio por cerca de seis
anos sob intermitente pressdo de selecdo. Para isso, foram selecionadas duas
culturas hospedeiras de S. frugiperda em que 6rgaos vegetais de variedades nao-
Bt foram usados para verificar a presenca e/ou magnificacdo de custos adaptativos
associados a resisténcia. N@o se detectou custo adaptativo na populacao resistente
coletada em 2017, o qual somente foi observado nos individuos da populagdo
resistente isolada do campo em 2013, porém em magnitude menor que
anteriormente. Esses resultados foram consistentes com a estabilidade da
resisténcia observada no Cap. 2 desta tese e devem ser considerados no manejo da
resisténcia, o qual pode ndao mais contar com a desvantagem adaptativa dos

insetos resistentes a Cryl A.105 + Cry2Ab em populagdes de S. frugiperda.
Materiais e Métodos

Populagoes do inseto

O experimento foi conduzido usando quatro populacdes de S. frugiperda, duas
resistente a CrylA.105 + Cry2Abe duas suscetiveis a toxinas Bt. A populagdo
resistente RPRO17 foi coletada em campo em 2017 e caracterizada previamente
possuindo baixa suscetibilidade ao milho piramidado CrylA.105 + Cry2Ab,
enquanto a populacdo LabRR foi coletada no campo em 2013 e posteriormente
selecionada em laboratério com o milho Bt por 11 geragdes (Santos-Amaya et al.
2015). As populagdes LabSS e Lab Iso-RR, isogénica da populacdo resistente de

laboratério e mantidas sem exposi¢do a inseticidas por 20 anos, foram usadas
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como padrdes de suscetibilidade. Larvas das popula¢des foram mantidas em dieta
artificial (Kasten Jr et al. 1978) e/ou a cada cinco geracdes, individuos das
populacdes resistente sao criadas em folhas do milho Bt que expressa CrylA.105
+ Cry2Ab para eliminar eventuais individuos suscetiveis da populagdo, visando
manutencdo do seu nivel de resisténcia. As mariposas foram mantidas em gaiolas
de PVC (40 cm de altura x 30 cm de didmetro) recobertas internamente com papel
sulfite para oviposicao e alimentadas com solucdo aquosa de 10% agucar e 5% de
dcido ascérbico. Os ovos foram coletados a cada dois dias e armazenados em
sacolas plésticas até a eclosdo. A criagdo € mantida em ambiente controlado (27 +

2°C, UR 70 £ 15 % e fotoperiodo 14L: 10E).
Escolha e cultivo das plantas hospedeiras

Foram utilizados dois tipos de hospedeiros de contrastante qualidade para as
larvas da lagarta do cartucho: milho (Zea mays) e algodao (Gossypium hirsutum
L.). As variedades plantadas, ambas ndo-Bt, foram R9080 Riber KW Sementes e
DeltaOpal, respectivamente. Duas parcelas de algoddao foram semeadas
escalonadamente visando ter folhagem, botdo floral, flor e ma¢d ao longo do
experimento. A folhagem de milho para alimentacdo dos individuos foi coletada
em estdgio de crescimento V3-V7. As espécies vegetais foram cultivadas a
campo, seguindo os tratos culturais padroes para fertilizagdo e irrigacdo sem

aplicacdo de pesticidas.
Desenho experimental

O experimento foi esquematizado considerando o milho e o algoddo como
tratamentos principais para comparar o desempenho entre as populac¢des. Devido
ao pouco conhecimento sobre os comportamentos alimentares da S. frugiperda no
algodoeiro, trés estruturas vegetativas da planta foram analisadas: folha, botdo
floral e flor. Pré-testes anteriores realizados no nosso laboratério mostraram que
neonatas ndo sobrevivem a alimenta¢do com frutos de algoddo (macd), portanto
esse tratamento foi desconsiderado no comeco do experimento. Assim, 160
neonatas de cada populacdo foram alimentadas com as diferentes estruturas do

algoddo por cinco dias e depois as larvas foram individualizadas em copos de
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poliestireno de 250 ml e alimentadas com maca de algodao até a empupacdo. Da
mesma forma, 160 neonatas de cada populacdo foram expostas e acompanhadas
no milho ndo-Bt até atingirem o estdgio de pupa. Tanto as estruturas do algodao

quando a folhagem de milho foi adicionada ou trocada a cada dois dias.

Estimativa do custo adaptativo da resisténcia em orgdos vegetativos de milho e

algoddo

A taxa de sobrevivéncia larval foi documentada apds cinco dias de alimentacao
com os Orgdos vegetais mencionados acima. Individuos sobreviventes nas
estruturas vegetativas do algodao foram individualizados e alimentados até pupa
com frutos do algoddo. A taxa de sobrevivéncia em todos os tratamentos
continuou sendo registrada até atingir o estagio de pupa. A biomassa de cada pupa

e o tempo de desenvolvimento de neonatas até pupa também foram estimados.

Para determinar se a cultura hospedeira influencia ou magnifica a presenca de
custos associados a resisténcia simultinea a duas toxinas, os dados das taxas de
sobrevivéncia de pupa, a biomassa pupal e o tempo de desenvolvimento de
neonatas até pupa dos individuos de cada populagdo, mensurados no experimento
anterior foram as varidveis usadas para calcular o indice de cada populacdo em
cada hospedeiro. Este indice tem sido utilizado para determinar o desempenho de
individuos assumindo que existe uma correlacdo positiva entre a biomassa das
pupas e a fecundidade (Leuck & Perkins 1972). O célculo do indice foi feito
utilizando a férmula: indice de desempenho (ID) = sobrevivéncia pupal X peso de

pupa + tempo de desenvolvimento (Jallow & Zalucki 2003).
Andlise estatistica

Os parametros de sobrevivéncia, biomassa pupal e tempo de desenvolvimento das
populacdes suscetiveis e resistentes da lagarta do cartucho foram submetidas a
andlise de variincia de uma via dentro de cada hospedeiro. Quando pertinente, as
médias foram separada pelo teste de Tukey (P < 0,05). Da mesma forma, anélise
de variancia foi utilizada para comparar os indices de desempenho estimados para
cada populacdo em cada hospedeiro e as médias foram separadas pelo teste de

Tukey (P < 0,05).
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Resultados

Em o6rgdos vegetais de algoddo, a suscetibilidade dos insetos nos primeiros
instares foi avaliada em diversas estruturas vegetais da planta (Fig. 3.1). Custo
adaptativo na sobrevivéncia larval nao foi detectado nas populacdes resistentes
quando alimentadas com milho ndo-Bt (F' = 1,11; gl = 3,60 P = 0,35) (Fig.3.1a).
Em contraste, a alimentagdo por cinco dias em folha e botdo floral de algodao
reduziu a taxa de sobrevivéncia das larvas das populacdes resistentes as toxinas
CrylA.105 + Cry2Ab em relacdo as populagdes suscetiveis (P < 0,05) (Fig. 3.1b,
c). Na flor de algoddo, a mortalidade larval foi varidvel e ndo se observou

diferenca nas taxas de sobrevivéncia dos insetos (Fig. 3.1d).

Nas caracteristicas da histéria de vida ao longo da fase imatura dos individuos das
populacdes resistentes ndo se observou diferencgas indicativas de custo adaptativo
na sobrevivéncia até pupa e nem na biomassa delas, varidvel que alids foi superior
para insetos da populagdo RPRO17 em folhagem de milho (Fig. 3.2 a, b). Um
atraso de 3 dias no tempo de desenvolvimento dos individuos da populacio
resistente  RPRO17 foi observado e um adiantamento de 3 dias no

desenvolvimento dos insetos LabRR (Fig. 3.2¢).

Diferente ao observado na folhagem de milho, a alimentagdo em macas do
algodoeiro teve um maior efeito deletério sobre o desenvolvimento dos individuos
resistentes. SO duas larvas da populacgao resistente LabRR conseguiram chegar ao
estddio de pupa (Fig. 2d) mostrando o efeito da baixa qualidade alimentar de
frutos de algoddo sobre custos adaptativos da resisténcia. Interessantemente, a
taxa de sobrevivéncia e o tamanho pupal da populacdo resistente de campo
(RPRO17) nao diferiram dos valores obtidos nos individuos suscetiveis (P > 0,05)
(Fig.3.2a-b). Nao se observou diferencas no tempo de desenvolvimento dos

insetos alimentados com maca de algodao (P > 0,05) (Fig.3.2f).

A sobrevivéncia, a biomassa pupal e o tempo de desenvolvimento larval foram
combinados em um indice para mensurar o desempenho dos individuos resistentes
e suscetiveis (Fig.3.3). Os insetos de todas as populagdes mostraram a mesmo

desempenho na folhagem de milho (P > 0,05). Em contraste, no algodoeiro
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detectou-se maior custo adaptativo nos insetos da popula¢do LabRR, determinado
pela minima sobrevivéncia dos individuos (P < 0,05). O desempenho larval dos
insetos da populagdo RPRO17 e das populagdes suscetiveis ndo deferiram quando

alimentados com frutos de algoddo (P > 0,05) (Fig.3.3).

Discussao

Neste trabalho, documentou-se o relativo desempenho larval de individuos de S.
frugiperda resistentes as toxinas CrylA.105 + Cry2Ab na auséncia das toxinas Bt
e sob influéncia de uma planta hospedeira de pior qualidade aos insetos.
Adaptacdes a novos ambientes como no caso da resisténcia a plantas Bt, podem
resultar em custos adaptativos nos individuos quando na auséncia de exposicao as
toxinas que foram os agentes de selecdo (Coustau et al. 2000). Adicionalmente,
considera-se que os custos adaptativos podem ser magnificados pela variacao de

fatores ecoldgicos como a qualidade da planta hospedeira (Gassmann et al. 2009).

Evidenciou-se aqui que a alimenta¢do em folhagem de milho ndo-Bt ndo teve
nenhum efeito sobre a sobrevivéncia das larvas resistentes até terceiro instar
(cinco dias). No entanto, as taxas de sobrevivéncia dos individuos resistentes
foram entre 30% e 50% menores em folhagem e botdo floral do algodoeiro
quando comparadas as populacdes suscetiveis. Esses resultados mostram que o
custo da resisténcia a duas toxinas nas populagdes estudadas manifestou-se no
desenvolvimento inicial das larvas alimentadas com certos Orgdos vegetais de
algodao, porém ndo se detectou tal custo quando as larvas alimentaram em

folhagem de milho ndo-Bt.

Em milho, os insetos da populacdo resistente de laboratério LabRR nao
mostraram custo adaptativo (i.e., desvantagem em relacio aos insetos suscetiveis),
porém clara desvantagem foi observada quando os individuos alimentaram-se em
algumas estruturas da planta de algoddo. A sobrevivéncia e a biomassa pupal, e
consequentemente o indice de desempenho larval dos insetos LabRR foram cerca
de 3 a 4 vezes inferiores aos valores para os insetos suscetiveis. Em contrapartida,

na populacdo resistente de campo RPRO17 ndo foi evidenciado custo adaptativo
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na sobrevivéncia até pupa, na biomassa dos insetos € nem no tempo de
desenvolvimento em nenhuma das plantas hospedeiras estudadas. Em
consequéncia, o indice de desempenho dos insetos RPRO17 nao diferiu dos
valores dos indices obtidos para os insetos das populacdes suscetiveis em ambos
os hospedeiros. Essas observacdes sdo consistentes com estudos prévios nos quais
houve auséncia de custo adaptativo na resisténcia de S. frugiperda a CrylA.105
(Niu et al. 2016) e a Cry2Ab (Acharya et al. 2017) e apenas ligeiro custo nas
populacdes resistentes aos milhos expressando as duas toxinas simultaneamente

(Bernardi et al. 2015; Zhu et al. 2019).

Teoricamente, custos ao organismo podem ser modulados e magnificados por
variacdes nas condi¢des ecoldgicas e ambientais nas quais estdo expostas as
populacdes resistentes, incluindo plantas hospedeiras (Janmaat & Myers 2005;
Saeed et al. 2010). No entanto, aqui documentou-se que populacdes resistentes
com diferentes historico de selecdo podem ter diferentes respostas, manifestando
ou ndo custos adaptativos sob baixa qualidade hospedeira. Isso provavelmente se
deve ao histérico das populacdes de S. frugiperda ou até mesmo por diferengas na
base genética da resisténcia. MutacOes em alelos que codificam proteinas
transportadoras ABC, fosfatase alcalina e caderinas que agem como receptores no
intestino do inseto geralmente estdo associada a resisténcia a toxinas de Bt (Gahan
et al. 2010; Jurat-Fuentes et al. 2011; Jakka et al. 2016; Banerjee et al. 2017).
Algumas destas mutagdes podem interferir na integridade estrutural e funcional do
intestino dos insetos, influenciando assim, custos adaptativos pelo incremento de
absor¢do e acumulo aleloquimicos defensivos das plantas, como o gossipol no
caso do algoddao (Williams et al. 2011). Assim, esperava-se que O mecanismo
associado a resisténcia a dual acdo das toxinas CrylA.105 + Cry2Ab
aumentassem os custos da resisténcia (Carriere et al. 2010), no entanto nossos
resultados contrastaram com essas predicdes. Da mesma forma, a resisténcia de S.
frugiperda a toxina Vip3Aa ndo foi associada a custos adaptativos e as
caracteristicas bioldgicas dos individuos ndo foram afetadas negativamente pela

variagdo da qualidade hospedeira (Chen et al. 2019).
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Em relagdo ao histérico de selecdao das populacdes LabRR e RPRO17, a primeira
foi obtida em 2013 embora tenha passado por vérios episddios de selecdo em
laboratério desde a sua primeira caracterizacdo (Santos-Amaya et al. 2015). Essa
populacdo apresentava forte custo adaptativo associado a resisténcia ao milho Bt
CrylA.105 + Cry2Ab(Santos-Amaya et al. 2019), o qual frequentemente
demandava selecio com o milho Bt para manter o nivel de resisténcia.
Provavelmente, tal processo selecionou alelo(s) de resisténcia menos deletério(s)
ao organismo, como também deve ser o caso de outros genes mitigadores do custo
da resisténcia (Cousteau et al. 2000). Processo semelhante deve ter ocorrido no
campo desde do inicio de uso do milho Bt CrylA.105 + Cry2Abem 2010, de
forma que algumas das atuais populacdes de S. frugiperda resistentes a essas
toxinas (e.g., RPRO17) parecem possuir alelos de resisténcia com menos efeitos
pleiotrépicos e/ou genes mitigadores desses. Importante, os estudos realizados no
Capitulo 2 desta tese mostram que a resisténcia na populacdo RPRO17 € estavel
por um periodo 16-17 meses. Tais resultados sdo consistentes com a auséncia de
forte custo adaptativo associado a resisténcia aqui evidenciado. Portanto, a
estabilidade da completa resisténcia ao milho CrylA.105 + Cry2Ab(Cap. 2) e a
auséncia de custo adaptativo aqui demostrado sdo fortes indicios de que a

condi¢do favordvel ao manejo da resisténcia ndo mais existe.

Para finalizar, cultivares Bt piramidados eram esperados serem mais efetivos no
atraso de desenvolvimento da resisténcia a toxinas Bt, resisténcia que inicialmente
parecia ser incompleta e custosa aos insetos. No entanto, essas condi¢des podem
atualmente ndo mais auxiliar na selecdo contra a resisténcia (Gassmann et al.
2009; Carriere et al. 2015). O presente estudo evidenciou a mitigagdo do forte
custo adaptativo previamente documentado em larvas de S. frugiperda resistentes
a CrylA.105 + Cry2Ab, coletadas em 2013, e a auséncia desse custo nos insetos
resistentes coletados do campo em 2017. Essa é uma condicao desfavoravel a
durabilidade de eficdcia do milho Bt piramidado CrylA.105 + Cry2Ab. Além
disso, a existéncia de alelos que aparentemente conferem resisténcia completa a
esse milho Bt em populagdes de campo da lagarta do cartucho indicam a
necessidade de uso racional de estratégias e tacticas de manejo da resisténcia para

evitar perda total da eficdcia das toxinas Cryl A.105 + Cry2Ab. Essas, juntamente
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com a toxina Vip3A, sdo as unicas disponiveis em milhos Bt para manejo S.

Jfrugiperda, uma importante espécie invasora em muitas regides do mundo.
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Figuras - Capitulo 3
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Figura 3.1. Sobrevivéncia larval
Jrugiperda suscetiveis e resistentes a CrylA.105 + Cry2Ab alimentadas com
folhagem do cartucho de milho ou estruturas vegetais de algodao (nao-Bt). Os
dados sdo médias + erro padrio. Diferentes letras indicam efeito significativo (P <

0,05) pelo teste de Tukey entre as populacdes em uma mesma estrutura vegetal

hospedeira.

Folha

63

Botéao Floral

Flor

aos cinco dias em populacoes de S.



4 Labss & Lab-lsoSS RPRO17 # LabRR

a) b) Milho )
a 3
504 g 190 - £ 351
= a B g
S 40 i % a @ < 180 5 30 . a
3 [ =
o E Q. = &
8 30 - g0 2 2254 b
< @ E b § i c
3 20 E 160 - © 20 1 x
8 hgn b °
[} o
10 - 150 - ¢ S 151
(]
‘ =
Algodao (Maga)
d) e) f)
240 A 3
< 6.0 0 a S 42 -
3 2 220 - : 2
845+ % b g § a é 364 a 4 a
al — =
o g 200 - s LI
S 3,0 - ] S 301 B
e b o 180 - 2
3 15 - § 2 S 24
8 ¢ 5 160 | b 3
0,0 L @ . é’ 18 A
140 | 5

Figura 3.2. Caracteristicas do historico de vida da fase imatura de S.
Jrugiperda de populacées suscetiveis e resistentes a CrylA.105 + Cry2Abem
folhagem de milho e frutos de algodao nao-Bt. (a, d) Sobrevivéncia pupal (b, e)
biomassa pupal e (c, f) tempo de desenvolvimento de neonatas até pupa. Médias +
erro padrdo com mesma letra indicam diferencas nao significativas (ANOVA,

teste de Tukey, P < 0,05) entre as populagdes.
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Figura 3.3. Indice desempenho dos individuos de S. frugiperda de populagoes
suscetiveis e resistentes a CrylA.105 + Cry2Abem folhagem milho e frutos de
algodao nao-Bt. Médias * erro padrdao com a mesma barra ou letra ndo diferem
significantemente entre si (ANOVA, teste de Tukey, P < 0,05) para comparacao

das populacdes dentro de cada planta hospedeira.
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Consideracoes Finais

Este trabalho abordou o tema da resisténcia de S. frugiperda a toxinas Bt,
problema que merece consideragdo porque hd poucas dessas toxinas potentes
disponiveis contra ela, somente duas ou trés, e ndo ha expectativa de langamento
de novas toxinas nos proximos anos. No Capitulo 1, documentou-se, pela primeira
vez, resisténcia em populacdes de campo ao milho piramidado expressando as
toxinas CrylA.105 + Cry2Ab em uma populacdo coletada em 2016. Tal
resisténcia demonstrou ser instdvel, o que deve estar associado a um forte custo
adaptativo, conforme observado na populacdo derivada do campo em 2013
(Santos-Amaya et al 2015, 2019). Esse fator oferecia condicdo favoravel ao
manejo da resisténcia. De fato, ele parece ter contribuido para o atraso do
surgimento de resisténcia a Cryl A.105 + Cry2Ab nas populacdes de campo de S.
frugiperda, de acordo com as observacdes de manutencdo da eficdcia parcial

desse milho contra a lagarta-do-cartucho no Brasil.

No Capitulo 1, ainda se observou que na populagdo derivada do campo em 2013,
a resisténcia tendeu a ser estdvel. Isso contrasta com as observagdes prévias no
nosso laboratdrio, em que a resisténcia nessa populacio era instavel, demandando
selecdes intermitentes com o milho Bt CrylA.105 + Cry2Ab para manter o nivel

da resisténcia.

No Capitulo 2, foi documentado o desenvolvimento de resisténcia as toxinas
CrylA.105 + Cry2Ab em populacdes de campo coletadas no final de 2017. Tal
resisténcia simultanea as duas toxinas foi completa e estavel ao longo de 16 meses
(12 geragdes), condi¢do desfavordvel ao manejo da resisténcia em campo. No
entanto, a resisténcia parece ser funcionalmente recessiva, o que pode possibilitar
o seu manejo se houver individuos suscetiveis que acasalem com os resistentes
(i.e., se houver dreas de refligio e os insetos dessa drea acasalarem com insetos

resistentes da area Bt).

No Capitulo 3, o objetivo foi testar se a estabilidade da resisténcia na populagao
isolada do campo em 2017 e aquela mantida laboratério desde 2013 estavam de

fato associada a auséncia de custo adaptativo. De fato, a resisténcia nado
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apresentou custos adaptativos aos insetos quando eles desenvolveram em
folhagem de milho ndo-Bt. O mesmo ocorreu em vérios 6rgdos vegetativos de
algoddo, que é um hospedeiro alternativo de S. frugiperda, sendo que o desafio
alimentar imposto as larvas pelas estruturas do algoddo ndo reduziu o desempenho
da populacdo resistente em relacdo as duas suscetiveis usadas no estudo. Esses
resultados estdo consistentes com a hipdtese da auséncia de custo adaptativo nas

populacdes resistentes.

Para finalizar, a resisténcia a CrylA.105 + Cry2Abem populacdes de S.
frugiperda, que inicialmente parecia ser incompleta e custosa aos insetos, mudou
desde 2013. O presente estudo mostra a mitigacdo do forte custo adaptativo
previamente documentado na populacdo de 2013 e a auséncia desse custo e
estabilidade da resisténcia nos insetos coletados do campo em 2017. Essa é uma
condi¢do desfavordvel a durabilidade de eficicia do milho Bt piramidado
CrylA.105 + Cry2Ab contra S. frugiperda. Além disso, a existéncia de alelos que
aparentemente conferem resisténcia completa a esse milho Bt indicam a
necessidade de uso racional de estratégias e tacticas de manejo da resisténcia para
evitar perda total da eficicia das toxinas Cryl A.105 + Cry2Ab. Essas, juntamente
com a toxina Vip3Aa, sdo as unicas disponiveis em milhos Bt para manejo de S.
frugiperda, uma importante espécie fitéfaga em milho nas Américas e invasora

em outras regides do mundo.
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