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RESUMO

LEITE, Natalia Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2012. Selecao e
caracterizacdo da resisténcia de uma linhagem de Spodoptera frugiperda ao milho
transgénico expressando CrylF. Orientador: Eliseu José Guedes Pereira. Coorientadores:
Simone Martins Mendes e Raul Narciso Carvalho Guedes.

A obtencao de linhagens resistentes de insetos-praga em laboratério pode ser usada como
uma importante ferramenta na analise de risco de resisténcia de insetos e na elaboragdo, teste
e aprimoramento de estratégias de manejo da resisténcia de insetos as plantas transgénicas.
No Brasil, desde a safra 2009/2010 tem-se utilizado com eficiéncia o milho expressando a
toxina CrylF, derivada da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), para o manejo da lagarta-do-
cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae). O fato de S.
frugiperda ser multivoltina no Brasil, associado ao seu historico de desenvolvimento de
resisténcia a diferentes classes de inseticidas sintéticos, a constante exposi¢ao de populacdes
a toxinas Bt em eventos transgénicos ¢ a elevada adog@o da tecnologia gera preocupagdo
relacionada ao potencial de evolucdo de resisténcia dessa praga a toxinas Bt, especialmente
em areas em que praticas de manejo de resisténcia ndo sejam adotadas adequadamente.
Nesse sentido, objetivou-se nesse trabalho obter uma linhagem resistente de S. frugiperda a
toxina CrylF, a fim de determinar a heranga da resisténcia, o seu custo adaptativo ¢ a
resisténcia cruzada a outras toxinas de Bt. Durante o processo de selecdo em laboratorio, a
exposicao cronica de S. frugiperda a folhas de milho expressando a toxina CrylF foi mais
eficiente que a exposicao gradual na selecao de individuos resistentes, sendo que com apenas
quatro geragdes de selecdo foi obtida uma linhagem com elevada sobrevivéncia a exposi¢ao
a CrylF, semelhante a insetos controle mantidos sem pressdo de selegdo. Os dados de
sobrevivéncia de insetos recuperados de plantas de milho expressando CrylF em casa de
vegetacdo comprovaram o sucesso da selecdo dos mesmos. Ensaios de resisténcia cruzada
em casa de vegetagdo demonstraram que a selecdo para resisténcia a CrylF ndo afetou a
sobrevivéncia da linhagem selecionada no milho que expressa CrylAb e naquele que
expressa conjuntamente CrylAb.105 e Cry2Ab2, indicando ndo haver resisténcia cruzada
entre tais toxinas e CrylF. Cruzamentos reciprocos entre as linhagens susceptivel e
selecionada para resisténcia a CrylF e célculos de dominancia revelaram que a resisténcia ¢é
de carater autossomico e incompletamente recessivo ou aditivo. Entretanto, € possivel que o
calculo de dominancia esteja superestimado devido & origem da linhagem susceptivel. Além
disso, ndo foi detectado custo adaptativo associado a resisténcia. Este é o primeiro estudo

realizado no Brasil que mostra que S. frugiperda responde a pressdo de selecdo para



resisténcia a toxina CrylF e os resultados dessa investigacdo tém implicagdes praticas ao
manegjo da resisténcia, os quais sdo discutidos nessa dissertagdo. A disponibilidade dessa
linhagem resistente possibilitara o seu uso para refinar recomendagdes de estratégias de

manejo da resisténcia de S. frugiperda ao milho transgénico expressando toxinas de Bt.
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ABSTRACT

LEITE, Natalia Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2012. Selection
and characterization of resistance in a strain of Spodoptera frugiperda to transgenic
corn expressing CrylF. Advisor: Eliseu José¢ Guedes Pereira. Co-advisors: Simone Martins
Mendes and Raul Narciso Carvalho Guedes.

The availability of laboratory resistant strains of insect pests is important to analyze the risk
of insect resistance and to elaborate, test, and improve resistance management strategies to
transgenic plants. In Brazil, maize expressing the CrylF toxin, derived from the bacterium
Bacillus thuringiensis (Bf), for management of the fall armyworm, Spodoptera frugiperda
(J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae), has been used effectively since the 2009/2010
season. The fact that S. frugiperda is multivoltine in Brazil, associated with its history of
developing resistance to different classes of synthetic insecticides, the constant exposure of
populations to Bf toxins in transgenic events, and the high adoption of this technology raises
concern related to the potential evolution of resistance to Bt toxins in this pest, especially in
areas where resistance management practices are not taken properly. In this regard, this work
aimed to establish a resistant strain of S. frugiperda to the CrylF toxin in order to determine
the inheritance of the resistance, its fitness costs and cross-resistance to other Bt toxins.
During the selection process in the laboratory, chronic exposure of S. fiugiperda to maize
leaves expressing CrylF toxin was more effective than gradual exposure in the selection of
resistant individuals, and with only four generations of selection a strain with a high survival
rate when exposed to the toxin was obtained, with similar survivorship of a control strain
maintained without selection pressure. The survival data of insects recovered from maize
plants expressing CrylF in the greenhouse showed the success of selection for resistance to
the toxin. Cross-resistance essays in the greenhouse showed that selection for CrylF
resistance did not affect the survival of selected strain in maize hybrids expressing CrylAb
or CrylAb.105 and Cry2Ab2 together, indicating no cross-resistance between those toxins
and CrylF. Reciprocal crosses between the unselected and the CrylF-selected strains
revealed that the resistance is autosomal and incompletely recessive or additive. However, it
is possible that the dominance calculation is overestimated due to the origin of susceptible
strain utilized. Furthermore, there was no apparent fitness costs associated with resistance.
To my knowledge, this is the first study in Brazil showing that S. frugiperda responds to
selection pressure for CrylF resistance, and the results have important practical implications
for resistance management, which are discussed in this thesis. The availability of this
resistant strain will allow its use to refine recommendations for resistance management

strategies of S. frugiperda to transgenic maize expressing Bt toxins.
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1. INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), ¢ endémica no continente Americano (Johnson, 1987) causando
perdas importantes em diversas culturas como: milho (Zea mays L.), algoddo (Gossipium
spp. L.), alfafa (Medicago sativa L.), arroz (Oryza sativa L..) e gramineas em geral (Sparks,
1986). Na cultura do milho, no Brasil, estas perdas podem chegar a 39% da produgdo (Cruz
et al., 1999). Spodoptera frugiperda € considerada praga de grande importancia economica,
ndo somente pelos danos provocados, mas especialmente pela dificuldade de seu controle
(Leiderman & Sauer, 1953; Cruz & Turpin, 1983).

A disponibilidade de milho transgénico resistente a lagartas auxiliou no manejo
dessa praga, o que foi possivel pela expressdo heterdloga de proteinas inseticidas derivadas
da bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bf) nas plantas. As toxinas de Bf podem ser
expressas constitutivamente em concentragdes relativamente constantes ou podem ser
restritas a estadios da planta, tecidos, ou ambos (Cerda & Paoletti, 2004). No entanto,
eventos transgénicos de milho atualmente disponiveis no mercado brasileiro expressam a
toxina de forma constitutiva. As toxinas de Bt predominantes nas culturas transgénicas sdo
do tipo Cry, abreviacdo dada a toxinas de Bt que formam cristais durante a fase de
esporulacdo dessa bactéria. No estado soluvel, essas toxinas matam os insetos susceptiveis
por se ligarem a receptores especificos na membrana das células epiteliais do meséntero,
desestruturando esse tecido pela abertura de poros na membrana das células (Schnepf ef al.,
1998; Bravo et al., 2005) ou desencadeando mecanismo de morte celular (Zhang et al., 2005;
Zhang et al., 2006). Outras proteinas, também produzidas por essa bactéria, sdo as proteinas
citoliticas (Cyt), proteinas inseticidas da fase vegetativa (VIP), entre outras (Glare &
O'callaghan, 2000). Em 2002, o milho expressando a proteina CrylF foi, pela primeira vez,
comercializado nos Estados Unidos da América para o controle da broca-européia-do-milho,
Ostrinia nubilalis (Hubner) (Chambers et al,, 1991). No ano de 2009, essa proteina foi
introduzida e comercializada em hibridos de milho no mercado brasileiro. Estudos prévios
mostram que essa proteina € relativamente mais eficiente do que CrylAb e CrylAc para S.
frugiperda (Waquil ef al., 2002).

Os beneficios da adogdo das culturas Bt variam no tempo e no espago dependendo da
abundéancia e susceptibilidade das pragas e caracteristicas da cultura. Tais beneficios podem
incluir redug@o de populagdes de pragas-alvo em escala regional, aumento da produtividade
e redugdo no uso de inseticidas (Hunt et al., 2007; Buntin, 2008; Ma et al., 2009), o que,
consequentemente, reduz o risco destes compostos a saude humana ¢ ao ambiente. O

impacto negativo em insetos ndo-alvo sdo, geralmente, menores com a utilizagdo de culturas



Bt em relagdo a inseticidas de amplo espectro de agdo (Romeis et al., 2006; Wolfenbarger et
al., 2008; Naranjo, 2009). Assim, espera-se que hibridos expressando a toxinas de Bt sejam
seguros ¢ efetivos como op¢do no manejo de S. frugiperda.

A evolucdo da resisténcia, em populagdes de pragas-alvo de controle pelas culturas
Bt, ¢ uma grande ameaca ao uso sustentavel dessa tecnologia (Ferré & Van Rie, 2002;
Manyangarirwa et al., 2006; Pereira et al., 2008a). O alto risco ocorre devido & expressao
continua de proteina inseticida ao longo do desenvolvimento fenologico das plantas Bt,
exercendo uma elevada pressdo de selecdo sobre as populagdes de insetos, favorecendo o
desenvolvimento de bidtipos resistentes das espécies-alvo (Ferré & Van Rie, 2002; Pereira et
al., 2008b). A evolugdo da resisténcia a uma cultura Bt implica na diminuicdo da
susceptibilidade de uma populacdo de um inseto alvo a mesma (Tabashnik et al., 2009), e
consequente reducdo na eficicia de controle. Os insetos praga sdo muito bem sucedidos na
adaptacdo a inseticidas e outras taticas de controle (Palumbi, 2001; Onstad, 2008). No caso
de S. frugiperda, ha varios relatos de resisténcia a inseticidas utilizados no seu controle no
Brasil e nos EUA (Mccord & Yu, 1987; Yu, 1991; Omoto & Diez-Rodriguez, 2001). Além
disso, foi documentado um caso de resisténcia ao milho transgénico expressando a proteina
Cry1F, no campo, em Porto Rico (Storer et al., 2010).

Assim como no caso de inseticidas sintéticos, para retardar a evolucdo da resisténcia
em insetos praga as culturas Bz, ¢ necessario o desenvolvimento de estratégias de manejo
apropriadas. O manejo da resisténcia de insetos a inseticidas refere-se a um conjunto de
procedimentos proativos aplicados em areas agricolas com a finalidade de prevenir, retardar,
detectar e mitigar a evolucdo da resisténcia das pragas aos agentes empregados no seu
controle (Roush, 1997; Onstad, 2008; Machado & Fiuza, 2011). Uma etapa importante no
auxilio da determinacdo de estratégias de manejo da resisténcia de insetos a plantas
transgénicas expressando toxinas Bt € a obtengdo de populagdes em laboratdrio apresentando
elevados niveis de resisténcia a estas toxinas (Pereira et al., 2008a; Pereira et al., 2008b).
Populagdes resistentes sdo importantes na andlise de risco de resisténcia de insetos e na
elaboragdo, teste, desenvolvimento e aprimoramento de estratégias de manejo da resisténcia
de insetos as plantas transgénicas. Na maioria dos relatos de resisténcia a Bt, as populagdes
de insetos foram selecionadas para resisténcia sob condigdes de laboratorio. Esses
experimentos de sele¢io tém sido realizados usando-se uma variedade de produtos de Bt,
entre eles misturas formuladas de cristais e esporos, células encapsuladas de Pseudomonas
Sfluorescens expressando proteinas Cry, protoxinas Cry, toxinas Cry e materiais derivados de
plantas transgénicas expressando proteinas Bt (Ferré & Van Rie, 2002). Respostas variadas a

selecdo tém sido obtidas em experimentos conduzidos com populacdes de Lepidoptera,



Diptera e Coleoptera (Macgaughey, 1985; Tabashnik et al., 1990; Whalon et al., 1993;
Gould et al., 1995; Wirth et al., 1997; Tabashnik et al., 2000; Chaufaux et al., 2001; Siqueira
et al., 2004; Pereira et al., 2008b).

A disponibilidade de populagdes resistentes fornece material para estudo da
resisténcia antes que ela ocorra no campo, permitindo o estudo da heranga ¢ do custo da
resisténcia, determinacao das bases bioquimicas e fisioldgicas, a obtencdo de estimativas de
frequéncia de alelos de resisténcia em populagdes de campo e, potencialmente, o
desenvolvimento de ferramentas moleculares para monitorar a evolugdo da resisténcia no
campo. A implementacdo de estratégias de manejo da resisténcia de pragas a pesticidas, o
que se aplica também a plantas B?, depende do conhecimento de fatores genéticos, bioldgicos
e operacionais que influenciam no processo da evolucdo da resisténcia (Georghiou & Taylor,
1977). A determinagdo da heranca da resisténcia e do custo adaptativo dos individuos
resistentes em relagdo aos susceptiveis sdo importantes componentes para a elaboragido e
refinamento de programas de manejo da resisténcia (Tabashnik, 1991; Mckenzie, 2000). De
acordo com Roush & Daly (1990), para um completo estudo da resisténcia sdo necessarios
avaliar o numero de genes envolvidos, as relacdes de dominancia e as bases genéticas da
resisténcia cruzada entre os diversos inseticidas, nesse caso, toxinas de Bt.

O estudo da heranga da resisténcia permite conhecer a base genética associada a um
dado mecanismo de resisténcia, isto €, se a resisténcia ¢ dominante ou recessiva, autossomica
ou ligada ao sexo, monogénica ou poligénica (Roush & Mackenzie, 1987). Cruzamentos
reciprocos entre linhagens susceptiveis e resistentes sdo utilizados para determinar a
dominancia (Tabashnik, 1991; Mckenzie, 2000). A obtencdo de uma populacdo resistente
também permite conhecer se ha custo associado a resisténcia (Coustau et al., 2000). O custo
da resisténcia ocorre quando, na auséncia de toxinas, o valor adaptativo (i.e., fitness) de
individuos com alelos de resisténcia é menor que aquele de individuos sem alelos de
resisténcia. Os alelos que conferem resisténcia a toxinas de B, pelo menos em estagios
iniciais, podem ter efeitos pleiotropicos negativos que causam um custo adaptativo ao
individuo (Carriére et al., 1994), o que pode levar a baixa frequéncia de alelos de resisténcia
nas populagdes que ndo tenham sido expostas a culturas Bt (Coustau et al., 2000; Gassmann
et al., 2009). E incerto se a resisténcia a xenobidticos estd sempre associada a custo
adaptativo. No entanto, algumas estratégias de manejo propostas assumem sua presenca
(Tabashnik, 1994; Gould, 1998; Onstad, 2008). Assim, ¢ importante documentar o custo
adaptativo em populagdes de insetos a fim de desenvolver estratégias de manejo adequadas.

Entre as estratégias propostas para o manejo da resisténcia em milho transgénico, a

alta dose/refugio e a combinacdo (piramidacdo) de mais de uma toxina com diferentes sitios



de acdo tém sido apontadas como as mais eficientes (Roush, 1997; Gould, 1998; Roush,
1998; Zhao et al., 2005). A alta-dose/refligio pressupde um padrao recessivo de heranga, ou
seja, a expressao de altas doses deve eliminar a grande maioria dos individuos heterozigotos,
de modo que a resisténcia torne-se funcionalmente recessiva (Roush & Mackenzie, 1987).
Essa tem sido a estratégia predominante proposta para manejo da resisténcia das pragas alvo
das culturas Bt (Gould, 1998). Entretanto, dependendo do nivel de tolerancia das pragas
alvos as toxinas, como ¢ o caso de algumas lagartas Noctuidae, uma alta dose ¢ dificil de ser
atingida com a expressdo heterdloga na planta transgénica e a saida é a adogdo de estratégias
de manejo alternativas (Bates et al., 2005; Martinelli & Omoto, 2005). J& na estratégia de
piramidagdo n3o deve haver resisténcia cruzada entre as toxinas expressas na planta
transgénica (Zhao et al., 2005), sendo que essa estratégia permite a potencial redu¢do no
tamanho da 4rea de refigio mantendo ou aumentando o potencial de durabilidade dessas
toxinas (Caprio, 1998; Gould, 1998).

Desse modo, a disponibilidade e a caracterizagdo de linhagens de gendtipos
reconhecidamente susceptiveis e resistentes em laboratorio fornecem informagdes essenciais
para o desenvolvimento e aprimoramento de um plano racional de manejo de resisténcia
(Gould, 1998). Além disso, populagdes resistentes podem ainda ser tteis como ferramenta
para validag@o experimental de taticas de manejo de resisténcia propostas (Liu & Tabashnik,
1997; Perez et al., 1997; Shelton et al., 2000; Tang et al., 2001).

Em se tratando de S. frugiperda, o hébito polifago das lagartas aliado a alta
capacidade de reprodugao e dispersdo dos adultos e também de resposta a pressdo de sele¢ao
para resisténcia a inseticidas indicam uma alta capacidade para adaptacdo de populagdes
dessa espécie-praga aos métodos de controle usados contra ela. Assim, faz-se necessario a
condugdo de estudos visando determinar o risco de desenvolvimento de resisténcia a toxinas
Bt produzidas em plantas transgénicas. Desse modo, fornecendo dados que venham permitir
a escolha de estratégias adequadas ao manejo da resisténcia dessa espécie-praga no Brasil.
Portanto, o presente trabalho, teve como objetivo selecionar uma linhagem de S. frugiperda a
toxina CrylF, a fim de determinar a heranga da resisténcia (i.e., dominante ou recessiva,
autossomica ou ligada ao sexo), o seu custo adaptativo e a resisténcia cruzada a outras

toxinas Bt.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Origem e manutencio de S. frugiperda em laboratério

Os insetos selecionados para resisténcia a CrylF foram coletados em dois
municipios de Minas Gerais: Matozinhos (mesorregido Metropolitana de Belo Horizonte;
19°33°50”S, 44°3°39”W) ¢ Irai de Minas (mesorregido do Tridngulo Mineiro; 18°59°5”S,
47°27°51”W). Lavouras de milho transgénico CrylF foram localizadas por técnicos da
Embrapa Milho e Sorgo em novembro de 2010 e as plantas com sintomas de ataque de S.
frugiperda foram examinadas para coleta dos individuos eventualmente presentes. Foram
coletadas 121 lagartas em Matozinhos e 96 lagartas em Irai, as quais foram acondicionadas
individualmente em recipientes de 50 mL. Os recipientes foram identificados, colocados em
caixa de isopor e levados ao laboratdrio. Posteriormente, uma triagem foi realizada para
selecdo dos individuos sadios, os quais deram origem a duas populagdes [Irai (Ir) e
Matozinhos (Ma)] que foram mantidas no laboratério de Ecotoxicologia e Manejo de Insetos
da Embrapa — Centro Nacional de Pesquisa em Milho e Sorgo (CNPMS), em Sete Lagoas,
MG.

Os insetos foram mantidos com dieta artificial adaptada de Kasten Jr. ef al. (1978)
sem exposi¢do a nenhum inseticida, por cinco geragdes até o inicio do experimento de
selecdo. Lagartas neonatas (< 24h de idade) foram transferidas ao acaso para 24 recipientes
plasticos de 50 mL contendo em média sete gramas de dieta artificial. Os recipientes foram
vedados com tampas de acrilico e apds sete dias foi feita nova repicagem, colocando-se duas
lagartas por recipiente num total de 168 recipientes e assim foram mantidas até a fase de
pupa. Os adultos, cerca de 100 a 150 individuos, foram transferidos para uma gaiola de PVC
de 40 cm h x 30 cm O, recoberta internamente com folhas de papel sulfite para oviposicao.
Estes foram alimentados com uma solucao a base de agticar (10%) e acido ascorbico (5%).
Do mesmo modo que as lagartas, os adultos foram acondicionados em ambiente controlado
com temperatura de 26 + 3 °C, umidade relativa de 70 + 15 % e fotofase de 12 horas. As
massas de ovos foram coletadas, apos cinco dias da montagem das gaiolas, ¢ armazenadas

em saco plastico (10 L), no mesmo ambiente controlado, até eclosdo das lagartas.



2.2. Selecdo para a resisténcia a CrylF

O processo de selecdo foi realizado de abril a outubro de 2011 utilizando-se folhas
de milho Bt do evento TC1507 (hibrido 30F35H da Pioneer), que expressa a forma ativa da
toxina CrylF. O milho foi semeado, semanalmente, no campo experimental da Embrapa
Milho e Sorgo a partir de 17 de marco de 2011. Cada semeadura constituiu-se de uma
parcela com cinco linhas de 20 m com cinco plantas/metro. Os tratos culturais foram
realizados de acordo com as recomendagdes para o cultivo do milho (Cruz, 2010), sem
aplicacdo de inseticidas, fungicidas e herbicidas, sendo o controle de plantas daninhas
realizado por capina manual.

Para se obter a populacdo base para selecdo com maior variabilidade genética, foi
efetuado cruzamento dos insetos de Irai e Matozinhos. Um total de 144 adultos, 80 fémeas e
64 machos de cada populagdo, foram acondicionados numa gaiola de PVC descrita
anteriormente. A progénie deste cruzamento foi dividida em trés sub-populacdes ou
linhagens. Uma linhagem denominada IrmaC foi mantida na auséncia de pressao de sele¢ao
com CrylF (controle), sendo alimentada apenas com dieta artificial como descrito
anteriormente. Outra linhagem, IrmaF, foi submetida a pressdo de selegdo com folhas de
milho CrylF, estadio V4-V9, durante toda a fase larval, a cada geragdo. A tultima linhagem,
IrmaD, foi selecionada com folhas de milho Cry1F, estadio V4-V9, por tempos crescentes de
exposicdo durante o desenvolvimento larval, a cada geracdo (Tabela 1). Assim, duas
metodologias de selecdo foram testadas: i) larvas se alimentando em tempo integral de milho
CrylF e 2) larvas se alimentando gradualmente de milho CrylF. Esses dois regimes de
selegdo foram utilizados para representar condi¢cdes de alta e baixa pressdo de selegdo
respectivamente, esperando-se obter respostas distintas como prevé a teoria (Roush &
Mackenzie, 1987). Os insetos foram mantidos em ambiente controlado conforme descrito
anteriormente.

O experimento de selecdo para resisténcia a CrylF foi iniciado na primeira geracao
apos o cruzamento dos individuos de Matozinhos e Irai, sendo conduzidos com as trés
linhagens como descrito a seguir. A linhagem IrmaC foi usada como controle para obtencao
de estimativas de mortalidade natural durante todo o experimento. Foram transferidas cinco
lagartas neonatas (< de 24h de vida) por recipiente plastico de S0 mL contendo sete gramas
de dieta artificial totalizando 240 lagartas. Apds 72 h, foi anotado o numero de lagartas
sobreviventes e estas foram individualizadas, para evitar o canibalismo, em recipientes (50

mL) contendo a mesma dieta. Outra parte das lagartas eclodidas (aproximadamente 1000



individuos) foi transferida para recipientes (50 mL) e ap6s 72 h sem terem sido avaliadas
foram individualizadas a fim de manter um alto nimero de individuos (Tabela 1).

Para a linhagem IrmaD, uma parte das lagartas neonatas (aproximadamente 1000
individuos) foi acondicionada em dois potes cilindricos (1,5 L), cada um contendo 70 g de
folhas do milho CrylF para se obter um numero suficiente de sobreviventes e dar
prosseguimento ao experimento. Outra parte foi transferida para recipientes de 50 mL,
também contendo folhas do milho Cry1F (preenchendo o volume do recipiente, em forma de
cartucho), na quantidade de cinco lagartas por recipiente. Estas totalizando 240 individuos
que foram avaliados para estimar mortalidade. Na primeira geragdo de selegdo e apos 72
horas de exposicdo a CrylF os sobreviventes foram individualizados em recipientes de 50
mL contendo dieta artificial sem a toxina até a pupagdo. Nas demais geragdes do
experimento, procedimento semelhante foi realizado nas primeiras 72 h e depois as lagartas
foram individualizadas em recipientes contendo folhas de milho CrylF, sendo que a cada
geracdo o tempo de exposi¢do as folhas de milho CrylF foi aumentado gradualmente
(Tabela 1). Apds o periodo de exposi¢ao a CrylF, os sobreviventes foram transferidos para
recipientes contendo dieta artificial, exceto na quinta geracdo quando estiveram expostos a
toxina por todo periodo larval. As folhas de milho foram substituidas a cada dois dias e o
numero de lagartas individualizadas variou a cada geracdo dependendo da sobrevivéncia,
mas nunca foi inferior a 480 (Tabela 1).

O procedimento de selecdo da linhagem IrmaF foi semelhante ao anterior, exceto
que foi realizada exposi¢do cronica dos individuos ao milho CrylF durante toda fase larval.
Para as trés linhagens e em cada geragdo do experimento, foi avaliada a sobrevivéncia larval
as 72 h com base numa amostra de 240 individuos, dos quais, no minimo 48 foram avaliados
para estimativa da sobrevivéncia até adulto.

Os adultos das trés linhagens foram mantidos conforme descrito anteriormente,
sendo contabilizado o numero de adultos liberados por gaiola em cada geragdo de selecdo.
Daqueles avaliados que chegaram a fase adulta obteve-se a razdo sexual (RS = numero de
fémeas/nimero de machos + fémeas) (Tabela 1). O procedimento de coleta das posturas

também foi o0 mesmo descrito anteriormente.



Tabela 1 — Historico da selecdo realizada nas linhagens IrmaF e IrmaD e manutencdo da

linhagem IrmaC, de Spodoptera frugiperda durante cinco geragdes.

Tempo em . N
N° adultos (por N° lagartas individuos .
Geragdo  CrylF ) o adultos Razdo Sexual

) gaiola) individualizadas
(dias) (amostra)

F DC F D C F D C F D C F D C
1? t 3 0 144* - 720 480 360 34 66 46 0,32 0,47 0,41
28 t 6 0 103 110 103 600 480 360 71 71 61 0,45 0,56 0,48
32 t 8 0 130° 160 160 600 432 360 49 41 68 0,39 0,46 0,51
4* t 10 0 156 122 140 480 600 432 72 48 66 0,44 0,44 0,47
5% t t 0 144 144 168 720 480 600 79 46 73 0,42 0,57 0,59

“F,D,eC representam as linhagens IrmaF, IrmaD e IrmaC, respectivamente.

't = tempo total (individuos alimentados durante toda fase larval).

*Uma gaiola contendo 144 individuos adultos deu origem as trés populagdes Irma.
*Duas gaiolas, cada qual com 130 individuos adultos.

“Razdo Sexual (RS = numero de fémeas/niimero de machos + fémeas).

2.3. Sobrevivéncia em folhas de milho Cryl1F apés selecao

Na sexta geragdo apos selegdo, as linhagens IrmaC, IrmaD e IrmaF foram avaliadas
quanto ao desempenho no hibrido de milho P30F35H expressando CrylF e o seu isogé€nico
ndo-Bt (P30F35) (Pioneer Sementes, Santa Cruz do Sul, RS). O procedimento se deu da
mesma forma como descrito anteriormente para selecdo da linhagem IrmaF. Todavia, as
lagartas foram mantidas em recipientes contendo folhas de milho Cry1F e controle de acordo
com o tratamento. As 72 h foi avaliada a sobrevivéncia em 48 recipientes contendo cinco
lagartas para cada tratamento. Posteriormente as lagartas foram individualizadas em 48
recipientes para quantificacdo da sobrevivéncia até adulto (até a fase adulta). A
sobrevivéncia até adulto contabilizou a sobrevivéncia as 72 h. O valor foi estimado a partir
da multiplicacdo da média da sobrevivéncia as 72 h pelas quatro médias geradas pela
sobrevivéncia apos esse periodo (de 48 individuos foram retiradas quatro médias a cada 12
individuos).

As plantas de milho de onde foram retiradas as folhas ofertadas aos insetos foram
testadas para expressdo qualitativa de CrylF. Semanalmente, foram retiradas amostras de
folhas dos cartuchos de 10 plantas. Essas amostras foram submetidas a8 imunodetec¢do da

proteina de interesse usando tiras ImmunoStrip STX 10301/0050 (Agdia Inc., Elkhart, IN,



EUA) conforme instru¢des do fabricante. Todos os testes foram normais para auséncia ou

presencga da proteina (Figura 1).

Figura 1. Fitas do teste de imunodetec¢do de CrylF em folhas de plantas de milho usadas
neste trabalho. a) Tiras de cinco amostras de plantas de milho P30F35 (controle,
i.e. n30-CrylF) mostrando apenas as linhas controle. b) Tiras de amostras de
cinco plantas de milho P30F35H mostrando as linhas controle (superiores) e as

linhas indicadoras da presenca de CrylF (inferiores).

2.4. Resisténcia cruzada em casa de vegetacio

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo em delineamento inteiramente
casualizado, no periodo de dezembro de 2011 a janeiro de 2012, com temperatura de 25+5
°C, umidade relativa de 70+15 %. Dez tratamentos foram combinados em esquema fatorial:
cinco hibridos de milho [(i) P30F35H (Cry1F) (ii) P30F35Y (CrylAb) (iii) P30F35, nao-Bt
isogénico dos dois hibridos anteriores, (iv) DKB390 Cryl1A.105+ Cry2Ab2, e (v) DKB390,
ndo-Bf] e duas linhagens de S. frugiperda (IrmaF e IrmaC na sétima geracdo apos a selecdo
para resisténcia a CrylF). As plantas foram semeadas em vasos de 20 L preenchidos com
solo e adubados com 50 g de NPK 08-28-16 ¢ 0,3% de Zn por 100 Kg de solo. Foram
semeadas seis sementes por vaso e apos desbaste, foram deixadas quatro plantas por vaso, as
quais foram irrigadas diariamente. Ao atingir o estadio V4, as plantas passaram a ser
adubadas semanalmente com o fertilizante BIOFERT plus (Natural Rural, Araraquara-SP)
diluindo-se 30 mL do produto em 20 L de 4agua e aplicando 0,5 L em cada vaso. As plantas
dos hibridos P30F35H e P30F35 foram testadas quanto a expressdo da toxina CrylF usando
o kit ImmunoStrip STX 10301/0050 (Agdia Inc., Elkhart, IN, EUA).



A linhagem IrmaF, na sexta geragdo, foi mantida expondo-se as larvas a folhas de
milho CrylF por trés dias e selecionando-se os sobreviventes, que foram transferidos para
dieta artificial até a pupagdo. A IrmaC foi mantida em dieta artificial sem pressdo de selegao.
As larvas da sétima geracdo ao eclodirem foram usadas para infestagdo manual das plantas
(cinco neonatas/planta) no estadio V4-V6 usando-se um pincel fino, sendo as plantas de
quatro vasos (repetigdes) infestadas com cada linhagem de S. fiugiperda, totalizando 20
insetos/vaso/hibrido de milho. Os vasos foram cobertos com gaiolas de ferro revestidas com

tecido voil. Quatorze dias apds a infestagdo, foi avaliado o nlimero de lagartas sobreviventes.

2.5. Heranca da resisténcia e custo adaptativo

A heranga da resisténcia de S. frugiperda ao milho expressando a proteina CrylF foi
estudada na sexta geracdo apds a selegdo usando cruzamentos reciprocos massais da
linhagem selecionada (IrmaF) e controle (IrmaC) (Alves et al., 2006; Pereira et al., 2008a;
Crespo et al., 2009). A determinacdo do sexo das linhagens parentais se deu nas pupas e foi
confirmado a partir da coloragdo das asas dos adultos. Os adultos apresentam dimorfismo
sexual nas asas anteriores. As fémeas t€ém coloragdo marrom acinzentada uniforme, com as
manchas orbicular e reniforme pouco nitida. Nos machos, a coloragdo é mais escura, com
manchas brancas caracteristicas no apice e entre as manchas orbicular e reniforme (Romano,
2002). Para cada cruzamento reciproco (IrmaFJd x IrmaC? e IrmaFQ x IrmaCd) foram
utilizados 60 individuos de cada linhagem.

A progénie F, foi testada para avaliar se a resisténcia ¢ autossdmica ou ligada ao
sexo e sua domindncia. O bioensaio foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeti¢des em esquema fatorial de quatro linhagens de S. frugiperda
(IrmaC, IrmaF e as duas progénies do cruzamento reciproco) por dois gendtipos de milho
(P30F35H e P30F35), perfazendo oito combinagdes de tratamentos. A unidade experimental
foi constituida de uma se¢ao de um suporte de isopor com 12 recipientes de plastico de 50
mL. Cinco neonatas foram acondicionadas em cada recipiente contendo folhas de milho,
totalizando 240 individuos avaliados de cada linhagem em cada milho. Apo6s 72 h, o numero
de larvas sobreviventes foi avaliado e estas foram individualizadas em novos recipientes de
50 mL contendo folhas milho CrylF ou controle. Deste estddio adiante, para cada
combinacdo dos tratamentos foram avaliados 48 individuos distribuidos aleatoriamente em
quatro secdes de 12 recipientes, a qual constituiu a unidade experimental (repeti¢do). As
folhas foram substituidas a cada dois dias até que se completasse o periodo larval ou até a

morte do inseto.

10



Os parametros avaliados foram: (i) sobrevivéncia larval aos 14 dias; (ii) biomassa de
larva aos 14 dias; (vi) biomassa de pupa, determinada no primeiro dia em que ela foi
observada no recipiente de criagdo; e (iii) periodo de desenvolvimento até adulto, calculado
com base no dia da eclosdo das lagartas até a emergéncia do adulto. Para considerar
conjuntamente algumas caracteristicas fenotipicas de S. frugiperda avaliadas, foi calculado o
indice de Adaptagdo pela formula [(sobrevivéncia larval x biomassa pupal) + periodo de
desenvolvimento larval)] (Boregas, 2009). Esse ¢ baseado no Indice de Susceptibilidade de
Pencoe & Martins (1982) e pressupde que biomassa de pupa se correlaciona com
fecundidade (Leuck & Perkins, 1972).

A manutencao dos insetos utilizados durante todo o bioensaio, bem como das gaiolas

e oviposicdes, se deu em ambiente controlado como descrito no item 2.2.

2.6. Analises dos dados

A média de sobrevivéncia e seu erro padrao foram plotados para cada geracdo de
selecdo. Para obter a resposta a selecdo, a sobrevivéncia até adulto das linhagens parentais
IrmaF e IrmaD foram submetidas a analise de regressdo linear (PROC REG) (Sas Institute,
2002) pelo ajuste da sobrevivéncia das respectivas progénies.

Os resultados do ensaio de sobrevivéncia em folhas de milho CrylF foram
submetidos a analise de varidncia em esquema fatorial (3 linhagens de S. frugiperda x 2
hibridos milho) e posteriormente ao teste da diferenga minima significativa de Fisher (LSD
ou teste t, P < 0,05) (PROC GLM) (SAS Institute, 2002).

No experimento de resisténcia cruzada em casa de vegetagdo, os dados de
sobrevivéncia nos genotipos de milho Bt foram ajustados pela sobrevivéncia nos respectivos
genotipos de milho isogénicos controle usando a correcdo de Abbott (1925). Esses dados
foram entdo submetidos a analise de variancia a P < 0,05 (PROC MIXED) (SAS Institute,
2002) para comparagao da sobrevivéncia das linhagens de S. frugiperda dentro de cada
gendtipo de milho Bt.

Nos bioensaios de heranca da resisténcia e custo adaptativo, os dados de
sobrevivéncia biomassa individual, periodo de desenvolvimento ¢ indice de adaptagdo foram
submetidos a analise de variancia em esquema fatorial (4 genotipos de S. frugiperda x 2
hibridos milho) e posteriormente ao teste da diferenca minima significativa de Fisher (LSD

ou teste t, P < 0,05) (PROC GLM) (SAS Institute, 2002).
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Para todas as analises estatisticas nesta dissertagdo, os dados foram avaliados quanto
a normalidade e homogeneidade de variancias (PROC MIXED seguido de PROC
UNIVARIATE e PROC GPLOT) (SAS Institute, 2002).

A dominancia efetiva (Dx) da resisténcia de S. frugiperda relativa a concentragao de
toxina expressa nas plantas de milho CrylF foi calculada como: Dx = (Xgz— Xs5)/(Xzs — Xss),
onde Xzg Xgs, € Xssg sdo os valores quantitativos para um carater X para homozigotos
resistentes, heterozigotos, ¢ homozigotos susceptiveis, respectivamente (Liu & Tabashnik,
1997; Bourguet et al., 2000). Os valores de Dx podem variar de 0 (resisténcia
completamente recessiva) a 1 (resisténcia completamente dominante). Quando Dx ¢ 0,5, a
resisténcia ¢ referida como codominante ou aditiva. As caracteristicas utilizadas para o
calculo da domindncia foram sobrevivéncia e ganho de peso aos 14 dias e indice de
adaptacao relativo, as quais foram representativas da resposta fenotipica dos insetos quando
expostos a toxina. A escolha da sobrevivéncia aos 14 dias também foi auxiliada pela analise
de correlagdo de Pearson das sobrevivéncias em varios estadios da fase larval (P < 0,05)
(PROC CORR) (SAS Institute, 2002). Para os dados dos individuos F;, utilizou-se a média
das duas progénies F, dos cruzamentos reciprocos, dado a semelhanga observada na resposta
delas. O fitness dos individuos nao selecionados foi estimado como o valor fenotipico de
uma caracteristica para os individuos controle (IrmaC) dividido pelo valor fenotipico da
caracteristica para os individuos selecionados (IrmaF). Da mesma forma, o fitness dos
individuos hibridos F; foi estimado como o valor fenotipico de uma caracteristica para a
progénie F, dividido pelo valor fenotipico da caracteristica para individuos selecionados
(IrmaF). Para cada genotipo de S. fiugiperda (IrmaC, F, e IrmaF), a estimativa de
sobrevivéncia no milho CrylF foi ajustada pela sobrevivéncia no milho controle usando a
correcdo de Abbott (1925). Procedimento semelhante foi realizado para a porcentagem de
ganho de peso, a qual foi calculada em relacdo ao ganho de peso de cada gendtipo no milho
controle e para o indice de adaptagdo relativo, que foi calculado em relagcdo ao indice de

adaptacao de cada gendtipo no milho controle.

3. RESULTADOS

3.1. Selecao para a resisténcia a CrylF

A sobrevivéncia média, a cada geracdo, das linhagens IrmaC (controle), IrmaD e
IrmaF esta representada na Figura 2. Como esperado, a sobrevivéncia da linhagem [rmaC em

dieta, mantida na auséncia de pressdo de selecdo durante o experimento, se manteve
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relativamente constante a cada geragdo. Na primeira geragio e segunda geracdes de selecdo,
a sobrevivéncia das linhagens IrmaF e IrmaD foi crescente ¢ de modo semelhante (18% e
30%, respectivamente). Entretanto, a sobrevivéncia dessas linhagens foi significativamente
menor que da linhagem IrmaC em dieta, demonstrando que houve resposta sob pressao de
selecdo. A partir da terceira geracdo a sobrevivéncia da linhagem IrmaF foi
significativamente diferente da linhagem IrmaD, sendo que esta teve uma pequena elevagao
na sobrevivéncia apenas na quinta geracdo. J& na quarta geragdo, a sobrevivéncia da
linhagem IrmaF foi semelhante & da [rmaC, o que demonstra o sucesso na selegéo.

Na Figura 3 observa-se a resposta a sele¢do das linhagens IrmaD e IrmaF, através
regressdo da sobrevivéncia até adulto da progénie pela sobrevivéncia dos genitores. A
linhagem IrmaF apresentou significativo ganho de sobrevivéncia a exposi¢do a toxina CrylF
no decorrer do experimento, porém o mesmo nao ocorreu para a linhagem IrmaD, a qual ndo
apresentou significativo ganho em sobrevivéncia. Isso indica que o método de selegdo da
IrmaD foi menos eficiente que o método usado na outra linhagem, sendo que apenas o ganho

de sobrevivéncia na segunda geracgdo aparenta ter sido significativo (Figura 2).

----- > [rmaC~ —&--IrmaD  —e— IrmaF
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Figura 2. Sobrevivéncia até adulto (média + erro padrao) em cinco geracdes de sele¢ao para
resisténcia a toxina CrylF. A linhagem IrmaF foi mantida com exposi¢ao crénica

a toxina, enquanto que na linhagem IrmaD, a exposi¢do a toxina foi gradual. A
linhagem IrmaC (controle) foi mantida em dieta artificial sem pressdo de selegao.
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Figura 3. Resposta a selecdo de Spodoptera frugiperda para resisténcia a CrylF nas cinco
geragdes de selecdo em laboratério. A linhagem IrmaF foi mantida com
exposi¢do cronica a toxina, enquanto que na linhagem IrmaD, a exposigdo a
toxina foi aumentada gradativamente. O nimero de repeti¢cdes foi de 12 para cada
média calculada das duas linhagens.

3.2. Sobrevivéncia em folhas de milho CrylF apos selecio

Na sexta geragdo, a sobrevivéncia até adulto das linhagens IrmaC, IrmaD e IrmaF
foram avaliadas em milho CrylF e seu isogénico ndo-B¢ (Figura 4). A analise de variancia
indicou que houve interacdo significativa entre as linhagens de S. frugiperda e os gendtipos
de milho avaliados (F,;5 = 9,16; P = 0,002). A linhagem IrmaF teve suas médias de
sobrevivéncia semelhantes nos dois genoétipos de milho, demonstrando seu significativo
nivel de resisténcia a CrylF. A linhagem IrmaD apresentou sobrevivéncia menor que da
IrmaF no milho CrylF, porém seu desempenho foi semelhante nos dois genotipos de milho.
A linhagem IrmaC, no milho ndo-Bt, apresentou sobrevivéncia semelhante a linhagem
IrmaD. No milho CrylF, IrmaC obteve a menor média de sobrevivéncia entre as linhagens,
porém houveram sobreviventes, o que indica a possivel presenga de alguns insetos

resistentes nessa linhagem derivada do campo.
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Figura 4. Sobrevivéncia até adulto das linhagens Irma-C, Irma-D e Irma-F de Spodoptera
frugiperda em folhas dos hibridos de milho P30F35 (ndo-Bt) e P30F35H (CrylF)
apos as cinco geragoes de selecdo em laboratorio para resisténcia a CrylF.
Meédias (+ erro padrio) com mesma letra ndo diferem entre si pelo teste LSD
protegido por ANOVA, P > 0,05, sob comparacdo dentro e entre genotipos de
milho e linhagens de S. frugiperda. O nimero de individuos avaliados foi de 240
para cada linhagem, distribuidos em quatro repeti¢des de 60 individuos.

3.3. Resisténcia cruzada em casa de vegetacio

A sobrevivéncia (média + erro padrdo) da linhagem IrmaC nos hibridos de milho
ndo-Bt P30F35 ¢ DKB390 foi respectivamente de 38+3,2% e 51+1,4%, enquanto que a
sobrevivéncia da linhagem IrmaF foi de 24+2,4% e 36+2,0%, respectivamente. Assim,
larvas das duas linhagens colonizaram efetivamente os hibridos de milho ndo-B¢ usados
como controle no bioensaio e essas estimativas foram utilizadas para corrigir a mortalidade
natural para avalia¢do de resisténcia cruzada, resultados que estdo apresentados na Figura 5.
No milho expressando CrylF, a linhagem IrmaF apresentou alta sobrevivéncia relativo a
linhagem IrmaC (i.e., ndo-selecionada), novamente evidenciando o significativo nivel de
resisténcia a toxina, apesar da ndo-negligencidvel sobrevivéncia de IrmaC observada.
Entretanto, a selecdo para resisténcia a CrylF ndo afetou significativamente a sobrevivéncia
da linhagem selecionada no milho que expressa CrylAb e naquele que expressa
conjuntamente CrylAb.105 e Cry2Ab2 como evidenciado pela semelhante taxa de
sobrevivéncia larval das linhagens IrmaC e IrmaF nas plantas aos 14 dias ap6s infestagdo.

Deste modo, as evidéncias indicam ndo haver resisténcia cruzada entre CrylF e as toxinas
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avaliadas embora sejam necessarios mais estudos a respeito da especificidade da resisténcia

a Cry1F na linhagem IrmaF.
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Figura 5. Sobrevivéncia larval corrigida apds 14 dias de infestagdo artificial de plantas de
milho em casa de vegetagdo com duas linhagens de Spodoptera frugiperda, uma
selecionada para resisténcia a CrylF (IrmaF) e outra controle ndo-selecionda
(IrmaC). Para cada hibrido de milho, médias (+ erro padrdo) com mesma letra
ndo diferem entre si pelo teste LSD protegido por ANOVA, P > 0,05. Para cada
linhagem, a estimativa de sobrevivéncia foi ajustada pela sobrevivéncia no milho
controle isogénico correspondente (i.e., P30F35 ou DKB390) usando a corregdo
de Abbott, sendo avaliados 80 individuos distrubuidos em quatro repeti¢cdes de 20

individuos.

3.4. Heranca da resisténcia e custo adaptativo

Para a determinacdo da heranca da resisténcia, varias caracteristicas fenotipicas das
linhagens IrmaC e IrmaF e das progénies F; FR e F; MR foram comparadas nos milhos
P30F35H (CrylF) e P30F35 (Figuras 6-9). A analise de varidncia indicou interacdo
significativa entre os genodtipos de S. fiugiperda e os de milho para sobrevivéncia (F3,4 =
19,64; P <0,001) (Figura 6) e indice de adaptacdo (£3,4= 15,65; P =0,001) (Figura 9). No

entanto, somente os genotipos de S. frugiperda afetaram a biomassa larval (F3,4=7,69; P <
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0,001) (Figura 9) e o periodo de desenvolvimento (F5,4 =23,29; P < 0,001) (Figura 8). Nao
houve diferenca significativa na sobrevivéncia das duas progénies no milho CrylF,
indicando que o sexo dos pais ndo influenciou nesta caracteristica (Figura 6). Além disso,
nao foram observadas diferengas entre as duas progénies no periodo de desenvolvimento até
adulto e no indice de adaptacdo no milho P30F35H, o qual combina varios parametros
(Figura 6 e 9). Na biomassa larval pode-se observar diferenca entre as duas progénies,
entretanto essa diferenca ocorreu tanto na auséncia quanto na presenga de CrylF indicando
que ndo ha influéncia dessa toxina na biomassa das duas progénies. Esses resultados indicam
que a capacidade da linhagem IrmaF de sobreviver em folhas de milho CrylF é um carater
geneticamente determinado por um loécus autossomico.

Também foi observado ndo haver custo adaptativo associado a resisténcia quando
avaliadas a sobrevivéncia e o indice de adaptagdo (Figuras 6 e 9). A sobrevivéncia da
linhagem IrmaF foi semelhante a da linhagem IrmaC no milho P30F35, isto ¢, na auséncia de
CrylF. O indice de adaptagdo resume trés parametros em um s6, ¢ evidencia qual genotipo
de S. frugiperda esta mais adaptado a cada genotipo de milho. Assim, pode ser observado
que a linhagem IrmaF teve os maiores valores de indice de adaptacdo nos dois genotipos de
milho. Pelo contrério, a linhagem IrmaC teve os piores desempenhos nos dois genotipos de
milho, de acordo com esse parametro.

Foi observada correlacdo significativa (r > 0,81; P < 0,027) entre as sobrevivéncias
em diversos estagios de fase imatura, particularmente entre sobrevivéncia até adulto e aquela
aos 14 dias (» = 0,93; P = 0,006). Assim, a essa sobrevivéncia aos 14 dias, bem como a
biomassa nessa idade e o indice de adaptagdo foram utilizadas como caracteristicas
fenotipicas no calculo da dominéncia da resisténcia na dose da toxina expressa em folhas de
milho CrylF (Tabela 2). Os calculos efetuados para a domindncia efetiva, baseados na
concentracdo da toxina presente na planta de milho CrylF, sugerem que a resisténcia ¢
recessiva incompleta ou aditiva, sendo que os valores variaram de 0,30 a 0,50 para as
caracteristicas fenotipicas avaliadas (Tabela 2). Talvez mais representativa, ¢ a dominancia
de 0,36, obtida através da porcentagem do indice de adaptagdo, por este ser composto de trés
componentes de desempenho larval. Essa variacdo se deve ao pardmetro utilizado e,
principalmente, ao fato de que a linhagem IrmaC aparentemente ndo ser completamente
homozigota susceptivel, ja que uma pequena parte dos seus individuos sdo capazes de

sobreviver no milho CrylF (Figura 6).
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Figura 6. Sobrevivéncia aos 14 dias das linhagens Irma-C e Irma-F e das progénies F;FR
(IrmaFQ x IrmaCd) e FMR (IrmaFJd x IrmaC Q) de Spodoptera frugiperda, nos
hibridos de milho P30F35 e P30F35H (CrylF), na sexta geracdo. As médias (+
erro padrao) como mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD protegido
por ANOVA, P > 0,05. O nimero de individuos de cada gendtipo de S.
frugiperda avaliados foi de 240 para cada hibrido de milho, distribuidos em
quatro repeti¢des de 60 individuos.

500

a a
T
T
400 A I
& b
g b T
Tg 300 A I T
=
s 200 -
s
g
= 100 A
0 T T T 1
IrmaC F1FR FIMR IrmaF

Genotipo de S. frugiperda

Figura 7. Biomassa larval aos 14 dias das linhagens Irma-C e Irma-F e das progénies F; FR
(IrmaFQ x IrmaCd) e Fy MR (IrmaFJ x IrmaCQ) de Spodoptera frugiperda apds
a quinta geragdo de selecdo. A biomassa larval dos genoétipos de S. frugiperda foi
semelhante no hibrido de milho P30F35H e no seu isogénico ndo-Bt¢ (P > 0,05). As
médias (£ erro padrdo) como mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD
protegido por ANOVA, P > 0,05. O nimero de individuos de cada genotipo de S.
frugiperda avaliado foi de 480 em dois hibridos de milho, distribuidos em oito
repeticoes de 60 individuos.
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Figura 8.
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Periodo de desenvolvimento até adulto das linhagens Irma-C e Irma-F e das
progénies F; FR (IrmaF$ x IrmaCd) e F; MR (IrmaFJ x IrmaC?) de Spodoptera
frugiperda, o qual foi semelhante no hibrido de milho P30F35H e no seu isogénico
ndo-Bt (P > 0,05). As médias (+ erro padrao) como mesma letra ndo diferem entre
si pelo teste de LSD protegido por ANOVA, P > 0,05. O niimero de individuos de
cada gendtipo de S. frugiperda avaliado foi de 480 em dois hibridos de milho,
distribuidos em oito repeti¢des de 60 individuos.
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Figura 9. indice de Adaptacio das linhagens Irma-C e Irma-F e das progénies F; FR (IrmaF @
x IrmaCd) e Fy MR (IrmaFJd x IrmaCQ) de Spodoptera frugiperda, nos hibridos
de milho P30F35 e P30F35CrylF, na sexta geracdo. Médias (+ erro padrdao) como
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de LSD protegido por ANOVA, P >
0,05. O niimero de individuos de cada gendtipo de S. frugiperda avaliado foi de
240 para cada hibrido de milho, distribuidos em quatro repeti¢cdes de 60 individuos.
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Tabela 2. Dominancia efetiva da resisténcia a CrylF em Spodoptera frugiperda selecionada
em laboratorio.

Linhagem Valor Fenotipico Fitness® Dominancia’

Porcentagem de sobrevivéncia aos 14 dias

IrmaC 11,7 0,120 0,50
Fy 54,2 0,561

IrmaF 96,6 1

Porcentagem de ganho de peso aos 14 dias

IrmaC 75,9 0,712 0,30
F, 85,1 0,798

IrmaF 106,6 1

indice de Adaptacio relativo®

IrmaC 0,2 0,190 0,36
Fy 0,6 0,486

IrmaF 1,2 1

F, é a progénie hibrida conjunta (F; FR + F; MR) dos dois cruzamentos massais entre as duas
linhagens parentais, [rmaC e IrmaF.

Para cada linhagem de S. frugiperda, a estimativa de sobrevivéncia no milho P30F35H foi ajustada
pela sobrevivéncia no milho P30F35 (controle) usando a corregdo de Abbott; a porcentagem de ganho
de peso foi calculada em relagdo ao ganho de peso em cada linhagem no milho controle; o indice de
adaptacdo relativo foi calculado em relagdo ao indice de adaptagdo de cada linhagem no milho
controle.

“Fitness é o valor fenotipico de uma caracteristica (sobrevivéncia, ganho de peso, indice de adaptagdo)
dos individuos de cada linhagem, dividido pelo valor fenotipico da caracteristica dos individuos da
linhagem IrmaF, selecionados com o milho P30F35 (ver Material e Métodos).

A dominancia pode variar de 0 (resisténcia completamente recessiva) a 1 (resisténcia completamente
dominante) (ver Material e Métodos).

0 indice de adaptagdo combina sobrevivéncia, biomassa de pupa e tempo de desenvolvimento.

4. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostram que S. frugiperda respondeu a pressao de
sele¢do com CrylF em laboratorio, resultando em significativos niveis de resisténcia a toxina
em quatro geracgdes de selecdo. O significativo nivel de resisténcia desenvolvido foi evidente
nos testes de casa de vegetacdo, onde as larvas da linhagem IrmaF apresentaram alta taxa de
sobrevivéncia em plantas de milho CrylF. Tabashnik et al. (1992) discutem que
experimentos de selecdo mais curtos (4-6 geracgdes) e iniciados com individuos de linhagens
de diferentes locais, tém maiores chances de detectar resisténcia que experimentos de sele¢ao

mais longos (> 10 geragdes) com uma so linhagem. Esses autores ainda comentam que se
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nenhuma resposta a selecdo ocorrer depois de 4-6 geragdes, os alelos de resisténcia podem
ndo estarem presentes na linhagem do laboratdrio. No presente estudo, a linhagem Irma foi
proveniente do cruzamento de populagdes de dois locais diferentes, o que consequentemente
aumentou sua variabilidade genética possibilitando um melhor desempenho na selecdo. Em
estudos prévios, outras duas espécies de Spodoptera foram selecionadas para resisténcia a
toxinas Bt com tempos variaveis. Spodoptera exigua, ap6s 21 geragdes de selegdo, exibiu
apenas 8% de mortalidade na maxima concentracdo da toxina CrylCa testada (Moar et al.,
1995). Spodoptera littoralis, apés 14 geragdes de selecdo, com uma mistura de esporo-cristal
de uma linhagem de Bt expressando apenas Cry1Ca exibiu niveis de resisténcia maiores que
500 vezes (Miiller-Cohn ef al., 1996). A linhagem IrmaF do presente estudo, apods as cinco
geracdes de selecdo, sobreviveu igualmente na presenca ou auséncia da toxina.

O método de selecdo da linhagem IrmaD por aumento gradual da exposi¢do a CrylF
foi menos eficiente que o método de exposigdo cronica utilizado para sele¢do da linhagem
IrmaF, demonstrado pela diferenga na resposta da selecdo entre as duas linhagens. As larvas
de IrmaD foram selecionadas em folha de milho CrylF e transferidas para dieta artificial,
sendo que esse novo ambiente pode ter causado mortalidade dos individuos tolerantes a
toxina e permitido sele¢do natural que agiu freando a resposta a selegao artificial (Falconer
& Mackay, 1996). Essa hipotese parece consistente com os dados da quinta geragdo de
sele¢do, na qual a linhagem IrmaD foi alimentada em tempo integral com milho CrylF e
apresentou sobrevivéncia maior que nas demais gera¢des (Figura 2). Alternativamente, a
diferenca na resposta observada entre as linhagens IrmaD e IrmaF pode ser devido a
diferente pressdo de selecdo estabelecida pela duragdo de exposicdo a toxina. A curta
exposi¢do da IrmaD ao evento, principalmente na primeiras geragdes de sele¢@o, pode ter
viabilizado a perpetuacdo de insetos susceptiveis na linhagem, retardando o processo de
selecdo. Apesar da ndo significativa a regressdo para o ganho em sobrevivéncia na linhagem
IrmaD, sua maior sobrevivéncia no milho CrylF em laboratério ao final do experimento de
selecdo indica que houve um ligeiro ganho de sobrevivéncia em relagdo a linhagem IrmaC.
Desse modo, pode-se inferir que apesar do método ndo ter sido eficiente como o utilizado
para a linhagem IrmaF, a linhagem IrmaD também desenvolveu algum nivel de resisténcia e
precisa ser melhor avaliada, sobretudo quanto a estabilidade de sua manutengdo em relagdo a
IrmaF.

Pela resposta a sele¢ao obtida em curto prazo, infere-se que o alelo de resisténcia a
CrylF estava presente nas populagdes de campo que deram origem as linhagens
selecionadas. Para serem detectados em experimentos de selegdo iniciados com 100-1000

individuos, alelos de resisténcia devem estar em frequéncia de 0,005-0,0005 (Tabashnik et
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al., 1990; Gould et al., 1995). Possivelmente, os individuos coletados em plantas de milho
CrylF eram de fato mais tolerantes a toxina e assim € preciso estimar a frequéncia desses
individuos em populacdes de campo de S. frugiperda para refinar as recomendagdes de
manejo da resisténcia. Em Porto Rico, no campo, foi detectada uma populacdo de S.
frugiperda resistente ao milho CrylF com niveis de susceptibilidade menores que 450 vezes
quando comparados a outras populagdes de laboratorio (Storer et al, 2010). Além desse
lepidoptero-praga, outras populagdes de campo desenvolveram resisténcia a toxinas de Bf em
resposta a aplicagdo foliar ou transgenia, a exemplo de Plodia interpunctella (Mcgaughey,
1985), Plutella xylostela (Tabashnik et al., 1990), Tricoplusia ni (Janmaat & Myers, 2003) e
Busseola fusca (Van Rensburg, 2007). Tais estudos reforcam a necessidade da adogdo de
estratégias de manejo. Assim, em locais onde o milho Bt ¢ cultivado continuamente, praticas
de manejo de resisténcia precisam ser adotadas de forma adequada, caso contrario € alto o
risco de desenvolvimento de resisténcia.

Com base no experimento de selegdo em laboratdrio ndo se pode prever quando a
resisténcia a CrylF ird se desenvolver no campo. As condi¢des de exposi¢do em laboratorio
diferem daquelas encontradas em campo. Entretanto, pode-se dizer que o alelo para
resisténcia a CrylF estava presente em pelo menos uma das populagdes de campo utilizadas
no cruzamento, ¢ que a intensidade de selecdo pode ser considerada similar aquela observada
em campo, uma vez que a selecdo em laboratorio foi feita usando o evento TC1507.
Contudo, uma importante distingdo entre condigdes de selecdo em laboratdrio e a campo, que
proporciona um efeito significativo na velocidade de evolugdo de resisténcia em populacdes
de insetos, ¢ o fato de que, em condi¢des de laboratorio, os individuos sao selecionados e
mantidos em isolamento para cruzamentos subseqiientes, sem a introducao de individuos
susceptiveis, os quais na natureza podem ser proporcionados pela presenga de refugio
(natural ou estruturado) ou por migra¢do. Um estudo recente indica que S. frugiperda pode
migrar de uma distancia de até 806 metros (Vilarinho ef al., 2011) sugerindo que insetos de
outros campos de milho convencional, ou de outras culturas, podem migrar para se acasalar
com insetos resistentes e dessa forma retardar a evolucdo da resisténcia. Outro estudo indica
que S. frugiperda pode migrar grandes distancia (Nagoshi et al., 2008). Portanto, ndo ¢
possivel fazer uma avaliagdo robusta de como esses resultados se traduzem para condi¢des
de campo até que seja feita uma caracterizagdo mais profunda da resisténcia nessa linhagem
e que se entenda toda a biologia de movimento de populagdes nas condi¢des de campo do
Brasil. Os resultados obtidos com a selecdo gradual indicam que insetos susceptiveis podem
ter escapado e sobrevivido a exposi¢do. Isso pode ser uma indica¢do adicional de que a

presenca de individuos susceptiveis pode reduzir a velocidade com que a resisténcia evolui,
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enfatizando a importancia da implementacdo do refugio no manejo de resisténcia dessa
espécie. A identificagdo de uma linhagem resistente oferece oportunidade para a obtengdo de
informagdes que permitam a validagdo de pressupostos atualmente utilizados para
estabelecer recomendacdes do manejo de resisténcia (Gould, 1998).

Os resultados obtidos em casa de vegetacdo evidenciaram ndo haver resisténcia
cruzada entre as toxinas expressas no milho DKB390 e a expressa no milho P30F35H, sendo
que a sobrevivéncia da linhagem IrmaF foi menor no milho DKB390 CrylA.105+Cryl Ab2
que no milho P30F35H (Figuras 5). Como base nesse experimento, ndo se sabe se esse efeito
¢ resultado da expressdo das duas toxinas em conjunto, ou se deve a uma ou a outra. Assim,
estudos com as duas toxinas purificadas, separadamente, sdo necessarios para indicar qual
das toxinas foi responsavel pela auséncia de resisténcia cruzada observada entre o milho
CrylF e o milho CrylA.105+Cry2Ab2. O resultado de sobrevivéncia da linhagem IrmaF no
genotipo de milho P30F35Y (CrylAb) deve ser visto com prudéncia, pois, aparentemente ha
indicativos de resisténcia cruzada entre a toxina CrylAb e CrylF (Sena et al., 2009).
Todavia, a linhagem IrmaC teve sobrevivéncia semelhante a IrmaF nesse genétipo, o que
indica que a toxina Cryl Ab expressa nesse hibrido nao foi muito eficiente no controle dessas
linhagens, ou ainda, que a linhagem Irma poderia se apresentar com algum alelo de
resisténcia a essa toxina advindo do campo (possivelmente devido a prévia exposig¢do a
hibridos de milho expressando CrylAb). Em estudos prévios, outras populagdes de S.
frugiperda foram avaliadas quanto a sobrevivéncia em milho Cryl Ab e este demonstrou ser
moderadamente resistente a essa praga (Waquil et al., 2002), além disso a sobrevivéncia até
adulto variou de 14 a 57% em diferentes hibridos de milho expressando essa toxina (Mendes
et al., 2011). Apesar da resisténcia cruzada ndo poder ser confirmada, Gould et al. (1995)
encontraram resisténcia cruzada entre as toxinas CrylAc e CrylF em uma linhagem de
Heliothis virescens selecionada para resisténcia a CrylAc. Esses autores admitiram-se
surpresos com esse resultado devido a dissimilaridade na sequéncia de aminoacidos das duas
toxinas (Hofte & Whiteley, 1989). Entretanto, comentam que pode haver alguma
similaridade em alguma sequéncia especifica ou estrutura terciaria que venham a ter um
papel importante na toxicidade. Os resultados do presente estudo concordam com os
observados para O. nubilalis e S. frugiperda resistentes ao milho CrylF (Pereira et al.,
2008a; Storer et al., 2010). Para estes lepidopteros-praga foram observados nenhum e baixo
nivel de resisténcia cruzada a toxina CrylAb, respectivamente, sugerindo que hibridos de
milho expressando as duas toxinas poderdo ser compativeis para o manejo da resisténcia
desses insetos. Tendo sido demonstrado no nosso estudo uma alta sobrevivéncia das

linhagens selecionada e nao selecionada no milho P30F35Y, e o fato de que a resposta de S.
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frugiperda a toxinas CrylA ser variavel em diferentes localidades (Monnerat et al., 2006),
mais estudos sdo necessarios para acessar o potencial de resisténcia cruzada entre essas
proteinas em S. frugiperda e os beneficios do uso de plantas de milho expressando as duas
toxinas.

No presente estudo, varias caracteristicas fenotipicas avaliadas nos testes com as
progénies dos cruzamentos reciprocos entre IrmaC e IrmaF indicam que resisténcia a CrylF
¢ de carater autossdmico, ndo-dominante e herdado sem efeito materno, sendo que o
desempenho das progénies foi similar para todos os parametros avaliados sob efeito de
comparacdo. Esse padrdo de heranca ¢ semelhante aquele observado na linhagem de S.
frugiperda resistente ao milho CrylF de Porto Rico (Storer ef al., 2010) e numa linhagem de
O. nubilalis selecionada em laboratorio (Pereira et al., 2008a; Pereira et al., 2008D). E
importante ressaltar que a significativa sobrevivéncia da linhagem IrmaC em folhas de milho
no laboratério e na planta de milho CrylF (Figuras 5 e 6) indica a existéncia de alguns
individuos resistentes na populag@o. Assim, os valores de dominancia efetiva da resisténcia
apresentados na Tabela 2 devem ser interpretados com cautela, pois podem estar
superestimados. Além disso, a relativa baixa sobrevivéncia da IrmaC em milho ndo-Bt,
provavelmente devido ao fato de esta linhagem ter sido mantida em dieta artificial, pode ter
afetado o célculo de dominancia efetiva, também superestimando o valor, uma vez que para
estes calculos as caracteristicas fenotipicas foram corrigidas em relagdo ao milho controle.
Mesmo assim, o ganho de peso das larvas e o indice de adaptagdo relativo indicaram que a
resisténcia ¢ recessiva incompleta, com valores de dominancia de 0,30 e 0,36,
respectivamente. Estudos futuros devem ser conduzidos utilizando-se uma linhagem
homozigota susceptivel para cruzamento com IrmaF a fim de determinar com mais precisdo
o padrido de heranga encontrado nesta linhagem de S. frugiperda. Entretanto, os valores de
dominancia aqui obtidos sdo comparaveis aos obtidos para O. nubilalis, cuja dominancia
efetiva da resisténcia a CrylF variaram de 0,07 a 0,27 dependendo do estadio fenoldgico da
planta e da caracteristica fenotipica utilizada (Pereira et al., 2008a; Pereira et al., 2008b),
bem como para a linhagem de S. frugiperda de Porto Rico, cuja dominancia da resisténcia na
concentracio de 3.333 ng/cm® de CrylF foi de 0,07 pela inibigdo de crescimento larval e
0,14 com base na mortalidade (Storer et al., 2010).

Outro fator que pode ter influenciado nos resultados da dominancia € a concentragdo
da toxina, considerando-se que a dominancia da resisténcia pelo método aqui utilizado
depende da concentragdo de toxina expressa na planta (Roush & Tabashnik, 1990). Essa
concentracdo ndo foi determinada para o milho P30F35H no presente estudo, sendo que se

ela ndo for suficientemente alta, pode tornar a resisténcia funcionalmente menos recessiva
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(Curtis et al., 1978), ou até aditiva. Dessa forma, os resultados obtidos para dominéncia no
presente estudo, sugerem que esta pode ser aditiva ou recessiva incompleta, porém as
evidéncias indicam sua recessividade, o que implica que a estratégia de alta dose/refugio
utilizada atualmente para o manejo da resisténcia S. frugiperda ao milho CrylF ¢é apropriada.

O melhor desempenho da linhagem IrmaF em relagdo a IrmaC no milho P30F35
evidencia que ndo ha custo adaptativo associado a resisténcia a CrylF em S. frugiperda
(Figura 4). Sendo que, considera-se haver custo quando individuos com alelos de resisténcia
se mostram menos adaptados que individuos susceptiveis em ambientes sem toxina
(Gassmann et al., 2009). Outro fato que confirma ndo haver custo associado a resisténcia ¢
que individuos da linhagem IrmaC, apos seis geragdes em laboratorio, sem sofrer nenhuma
pressdo de selecdo, conseguiram sobreviver no milho CrylF em casa de vegetacdo (Figura
5). Isso indica que nao houve custo para a manuten¢do da resisténcia proveniente do campo.

Em outros estudos com insetos da ordem Lepidoptera também ndo foi observado
custo adaptativo: B. fusca a Cryl Ab (Van Rensburg, 2007), Helicoverpa zea, P. xylostella e
S. exigua a Cryl Ac (Ramachandran ef al., 1998; Dingha et al., 2004; Bird & Akhurst, 2005).
No entanto, em laboratoério, custo adaptativo tem sido encontrado em algumas linhagens
resistentes de P. interpunctella (Oppert et al., 2000), P. gossypiella (Carriére et al., 2001), P.
xylostella (Groeters et al., 1994), T. ni (Janmaat & Myers, 2003) e Helicoverpa armigera
(Akhurst et al., 2003). Além disso, o declinio da resisténcia a Bt na auséncia de selecdo tem
sido reportado em coldnias de laboratorio (revisado por Ferré & Van Rie (2002); Gassmann
et al.(2009). Esse declinio tem sido atribuido ao custo adaptativo, como baixa taxa de
crescimento larval (Liu et al., 1999), sobrevivéncia (Groeters ef al., 1994), ou fecundidade e
sucesso no acasalamento (Groeters et al., 1993) em individuos resistentes na auséncia de
selecdo. Apesar dessas evidéncias, o custo adaptativo tende a ser reduzido por evolugdo
subsequente (Coustau et al., 2000). Uma possibilidade ¢é a selecdo de alelos modificadores
em outros genes, que minimizam os efeitos deletérios dos alelos de resisténcia na auséncia
de selecdo (Roush & Mackenzie, 1987). A conclusdo sobre a auséncia de custo adaptativo
deve ser vista com prudéncia. No presente estudo, foram comparadas as caracteristicas de
sobrevivéncia, periodo de desenvolvimento, biomassa e indice de adaptagdo, mas custos
adaptativos podem se manifestar em outros fatores relacionados a biologia de S. frugiperda.
Estes outros fatores ndo foram investigados neste estudo, como fecundidade das fémeas e
sucesso de acasalamento de individuos resistentes em relagdo aos susceptiveis na auséncia de
Bt (Groeters et al., 1993).

Apesar da incerteza de haver custo adaptativo associado a resisténcia a CrylF em S.

frugiperda, algumas estratégias de manejo propostas sao refor¢adas por sua presenga (Gould,
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1998). Dessa forma, ¢ importante estudar se ha custo adaptativo relacionado a resisténcia
para o desenvolvimento de estratégias de manejo apropriadas. Quando da ocorréncia deste
em ambientes sem toxina de Bt (i.e., areas de refugio, hospedeiros alternativos), os
individuos com um ou mais alelos de resisténcia podem ser menos adaptados que aqueles
sem esses alelos (Gassmann et al., 2009). Assim, o resultado aqui encontrado pode ter
aplicagdes praticas importantes, pois nao havendo custo adaptativo em individuos resistentes
de S. frugiperda, tais insetos tendem a ter desempenho (i.e., fitness) semelhante a individuos
susceptiveis nas areas de refligio e podem persistir em pelo menos algumas populagdes. No
entanto, a aparente auséncia de custo adaptativo ndo afeta o manejo da resisténcia com base
na utilizagdo do refugio, sendo este importante para mitigar a evolugdo da resisténcia. Assim
como muitos outros estudos, este foi conduzido em condi¢Oes Otimas aos insetos e
consequentemente, pode ndo ter correlagdo com as condigdes de campo (Roush &
Mackenzie, 1987; Roush & Daly, 1990; Fry, 1993). O custo associado a resisténcia pode ser
mais aparente ou detectavel em condigdes desfavoraveis aos individuos (Janmaat & Myers,
2005; Raymond et al., 2005). Deste modo, ainda hd necessidade de se estimar mais
criteriosamente o custo adaptativo associado a resisténcia a CrylF em S. frugiperda, em

condi¢des que aumentem a chance de detecta-lo.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo € pioneiro no Brasil em selecionar em laboratério uma linhagem de S.
frugiperda com resisténcia a toxina CrylF. Essa linhagem ¢ particularmente importante por
ser derivada do campo ¢ apresentar capacidade de sobreviver e desenvolver em plantas de
milho CrylF. O método de selegdo utilizado também foi inovador e revelou que a exposi¢do
cronica a tecidos de milho Cry1F foi mais eficiente que a exposi¢ao gradual, sendo que com
apenas quatro geragdes foi obtido sucesso na selecdo da linhagem IrmaF com niveis
significativos de resisténcia. Em tal linhagem, a heranga da resisténcia a CrylF ¢
autossdmica, e na concentracdo de toxina da planta, a resisténcia variou de recessiva
incompleta a aditiva, dependendo da caracteristica fenotipica avaliada. A linhagem
selecionada foi susceptivel ao hibrido de milho que expressa as toxinas CrylA.105 e
Cry2Ab2, indicando que essas toxinas sdo compativeis com a CrylF no manejo da
resisténcia. Nao foi detectado custo adaptativo associado a resisténcia, embora sejam

necessarios mais estudos delineados especificamente para investigar o fato.
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Os resultados desse trabalho t€ém importantes implicagdes praticas, pois mostram que
algumas das toxinas atualmente em uso em milhos Bt podem ser compativeis no manejo
integrado da resisténcia, a0 mesmo tempo em que apontam o elevado risco de resisténcia em
populagdes deste inseto praga no Brasil. Os resultados obtidos com a sele¢do gradual
indicam que quando insetos susceptiveis sdo mantidos na populagdo a velocidade de
evolugdo da resisténcia pode ser reduzida, exemplificando a importincia de se plantar o
refugio como pratica de manejo de resisténcia. Deste modo, futuros estudos de
monitoramento da frequéncia de alelos de resisténcia, ao milho CrylF, em populagdes de
campo de S. frugiperda serdo de extrema importincia. A disponibilidade da linhagem
selecionada oferece oportunidade para estudos de resisténcia cruzada a outras toxinas, o que
ajudarad na escolha destas para a piramidacdo em plantas de milho e/ou para rotagdo de
hibridos de milho expressando diferentes toxinas. Além disso, a linhagem IrmaF permitiré a
caracterizagdo genética, bioquimica e molecular da resisténcia, o que podera auxiliar no
refinamento de recomendacdes para o manejo da resisténcia de S. frugiperda ao milho

CrylF.
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