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RESUMO

Monitoramento da suscetibilidade de populacdes de Spodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) a inseticidas diamidas
no Brasil

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) € uma das pragas mais importantes da cultura
do milho no Brasil. Varios casos de resisténcia de S. frugiperda a inseticidas de grupos
qguimicos distintos j& foram documentados. A busca continua de alternativas para o
controle de S. frugiperda tem possibilitado o desenvolvimento de novas tecnologias como
plantas de milho geneticamente modificadas, e até mesmo a introducéo de inseticidas que
aliam seguranga ambiental e alta atividade inseticida, como o recente grupo das diamidas.
Estudos de caracterizagdo e monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda sao
fundamentais para a implementacdo de programas de Manejo da Resisténcia de Insetos
(MRI) no Brasil. Com o intuito de se prolongar a vida util das diamidas, os objetivos deste
trabalho foram: (a) caracterizar a suscetibilidade a diamidas em populacbes de S.
frugiperda nas principais regides produtoras de milho no Brasil na safra 2011/12; (b)
monitorar a suscetibilidade de populacbes de S. frugiperda a chlorantraniliprole e
flubendiamide coletadas na cultura do milho em oito estados do Brasil nas safras 2011/12,
2012/13 e 2013/14; (c) estimar a frequéncia inicial do alelo de resisténcia a
chlorantraniliprole em populagbes de S. frugiperda. O meétodo de bioensaio para a
caracterizacdo da suscetibilidade de populacdes de S. frugiperda a chlorantraniliprole e
flubendiamide foi o de aplicacéo superficial do inseticida sobre a dieta. As linhas-basicas
de suscetibilidade foram definidas para uma populacdo suscetivel de referéncia e cinco
populacdes de campo de S. frugiperda. Posteriormente, foram definidas concentracfes
diagnosticas para o monitoramento da suscetibilidade para ambos inseticidas em
populacdes de S. frugiperda. As CLssp estimadas para as populacdes de S. frugiperda
avaliadas variaram de 1,15 a 2,55 pg de chlorantraniliprole/mL de agua [l.A. (ppm)]
(variacdo de 1,4 vezes), e de 1,75 a 4,17 ug de flubendiamide/mL de agua [I.A. (ppm)]
(variacdo de 2,4 vezes). As concentracdes diagnosticas de 10 e 32 ug de
chlorantraniliprole/mL e de 100 e 180ug de flubendiamide/mL foram definidas para o
monitoramento da resisténcia. As populacbes de S. frugiperda apresentaram alta
suscetibilidade nas concentracdes diagnosticas de chlorantraniliprole e flubendiamide na
safra 2011/12. No entanto, foram observadas variacbes na sobrevivéncia de 0 a 12,7%
para chlorantraniliprole e de 1 a 6% para flubendiamide de acordo com a safra agricola e
localidade. A frequéncia do alelo resistente a chlorantraniliprole em S. frugiperda estimado
pelo método de “F2 Screen” foi baixa para a safra 2011/12 (<0,0033). No entanto,
aumento significativo na frequéncia do alelo resistente foi observado nas safras 2012/13
[0,0134 (0,0082 - 0,0198)] e 2013/14 [0,0176 (0,0084 - 0,0277)] em populacdes testadas,
indicando alto risco de evolucédo da resisténcia a chlorantraniliprole no Brasil.

Palavras-chave: Lagarta-do-cartucho; Chlorantraniliprole; Flubendiamide; Manejo da
resisténcia de insetos
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ABSTRACT

Monitoring the susceptibility to diamide insecticides in Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) populations in Brazil

Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) is one of the most important maize pests in
Brazil. Several cases of S. frugiperda resistance to insecticides of different chemical class
have been documented. The continuous search for alternatives to control S. frugiperda
has enabled the development of new technologies such as genetically modified corn
plants, and even the introduction of insecticides that combine environmental safety and
high insecticidal activity, such as the recent class of diamides. Baseline studies and
monitoring the susceptibility of S. frugiperda to insecticides are fundamental to the
implementation of Insect Resistance Management (IRM) programs in Brazil. In order to
prolong the lifetime of diamides, the objectives of this work were: (a) characterize the
susceptibility to diamides in populations of S. frugiperda collected from major corn-
producing regions in Brazil in 2011/12 season; (b) monitor the susceptibility of S.
frugiperda populations to chlorantraniliprole and flubendiamide collected in maize in eight
states of Brazil in the 2011/12, 2012/13 and 2013/14 growing seasons; (c) estimate the
initial frequency of the allele for resistance to chlorantraniliprole in S. frugiperda
populations. The baseline susceptibility of S. frugiperda populations to chlorantraniliprole
and flubendiamide was determined using the diet surface treatment bioassays. Baselines
were defined for a susceptible population and five field populations of S. frugiperda.
Subsequently, diagnostic concentrations for monitoring susceptibility to both insecticides
were defined. LCs50 estimated for populations of S. frugiperda ranged from 1.15 to 2.55
mg of chlorantraniliprole / mL of water [IA (ppm)] (1.4-fold variation) and 1.75 to 4.17 mg of
flubendiamide / ml water [IA (ppm)] (2.4-fold variation). The diagnostic concentrations of
10 and 32 mg of chlorantraniliprole / mL and 100 and 180ug of flubendiamide / mL were
defined for the resistance monitoring. The populations of S. frugiperda showed high
susceptibility to chlorantraniliprole and flubendiamide in 2011/12 growing season at
diagnostic concentrations. However, variations in survival from 0 to 12.7% for
chlorantraniliprole and 1 to 6% for flubendiamide were observed based on growing season
and location. The frequency of the resistant allele to chlorantraniliprole in S. frugiperda
estimated by using "F2 Screen" method was low during 2011/12 growing season
(<0.0033). However, significant increase in the frequency of the resistant allele was
observed in 2012/13 [0.0134 (0.0082 to 0.0198)] and 2013-14 [0.0176 (0.0084 to 0.0277)]
growing seasons, indicating a high risk of resistance evolution to chlorantraniliprole in
Brazil.

Keywords: Fall armyworm; Chlorantraniliprole; Flubendiamide; Insect resistance
management
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1INTRODUCAO

A lagarta-do-cartucho-do-milho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) € uma das pragas mais nocivas da cultura do milho no Brasil
(CRUZ, 1999; CAPINERA, 2002; WAQUIL et al.,, 2008), responsavel por danos
econbmicos tanto na fase vegetativa quanto na fase reprodutiva, desde o plantio até a
colheita. Apesar dos avangos nos programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), o
curto tempo de desenvolvimento, alta fecundidade e o uso frequente de inseticidas no
controle de S. frugiperda resultaram em indmeros casos de resisténcia aos principais
grupos de inseticidas como piretroides (lambda-cyhalothrin), organofosforados
(clorpyriphos) e carbamatos (thiodicarb), além de inseticidas de grupos quimicos mais
recentes como benzoilureias (lufenuron) e espinosinas (spinosad) (McCORD, JR. 1987;
OMOTO, 2000; DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001; YU; NGUYEN; ABO-ELGHAR, 2003;
YU, 2006; YU; MCCORD, JR. 2007; CARVALHO et al., 2013). Dessa forma, a resisténcia
de S. frugiperda a inseticidas tem sido um dos grandes entraves para o controle dessa
praga no Brasil.

Uma busca continua de alternativas para o controle de S. frugiperda tem
possibilitado o desenvolvimento de novas tecnologias como plantas de milho
geneticamente modificadas que expressam proteinas de Bacillus thuringiensis Berliner os
guais compdem uma estratégia adicional de protecdo de plantas nos programas de
Manejo Integrado de Pragas (MIP). Essa nova tecnologia tem contribuido para a reducéo
do uso de inseticidas proporcionando uma producdo mais sustentavel, além de contribuir
potencialmente para o0 restabelecimento da suscetibilidade em populacdes de S.
frugiperda a inseticidas, que aliado ao desenvolvimento de novas moléculas inseticidas,
proporciona a introducdo de produtos cada vez mais adequados ao MIP (MARTINELLI,
OMOTO, 2005).

Recentemente no Brasil foram lancados no mercado para o controle de pragas,
inseticidas do grupo das diamidas que aliam seguranca ambiental e alta atividade
inseticida para uma série de lepidopteros-praga, incluindo S. frugiperda. Os inseticidas
diamidas atuam como moduladores de receptores de rianodiana provocando cessacdo da
alimentacdo, letargia, paralisia e morte do inseto. Este modo peculiar de acdo apresenta
grande eficacia no controle de diversas pragas das culturas de milho, soja, algodao,
tomate entre outras (CORDOVA et al., 2006). As caracteristicas das diamidas - eficiéncia

no combate de organismos alvo, menor efeito ambiental, boa ac&o residual, baixa
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toxicidade a insetos benéficos e mamiferos (EBBINGHAUS-KINTSCHER, 2006), além de
um mecanismo de a¢do unico — possibilitam uma nova opc¢do no MIP pautada no manejo
da resisténcia a inseticidas (JONES et al., 2005), uma vez que os inseticidas tradicionais
nao apresentam resisténcia cruzada com as diamidas (LAHM, 2005).

Diversos fatores, como a constante exposicdo de certas pragas a inseticidas, o
cultivo intenso nos ultimos anos, a expansdo da época e da area de plantio em areas
tradicionais, o aparecimento de novas condicdes climaticas e praticas -culturais,
contribuiram para o aumento nos casos de resisténcia no Brasil e no mundo para
inUmeros inseticidas (DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001; ZHAO et al., 2006). Dessa
forma, apesar das diamidas constituirem uma recente e inovadora classe de inseticidas,
jA existe relatos de baixa suscetibilidade para varias espécies de insetos: Plutella
xylostella (Linnaeus, 1758) (Lepidoptera: Plutellidae) a chlorantraniliprole no oeste de
Pernambuco no Brasil (SILVA, 2012), China (WANG, 2013) Tailandia e Filipinas
(TROCZKA et al., 2012), Choristoneura rosaceana (Harris, 1841) (Lepidoptera:
Tortricidae) em Wenatchee, Estados Unidos (SIAL, 2011), Spodoptera exigua (Hubner,
1808) (Lepidoptera: Noctuidae) na China (LAI, 2011); Helicoverpa armigera (Hubner,
1805) (Lepidoptera: Noctuidae) na China ( CAO et al., 2010). Baseado nesses relatos fica
claro o potencial de evolucdo da resisténcia de lepidopteros a diamidas, bem como a
necessidade imediata de um programa pro-ativo de manejo da resisténcia para retardar a
evolucao da resisténcia.

Os estudos de monitoramento da resisténcia tém sido fundamentais para a
implementacdo de estratégias de manejo da resisténcia (ROUSH; MILLER, 1986). A
resisténcia a inseticidas tem sido detectada e monitorada mediante as caracterizacdes de
linhas-basicas de suscetibilidade de populagdes de campo obtidas por meio da regressao
de Probit. No entanto, este método ndo € sensivel para detectar individuos resistentes
em situacbes em que a frequéncia de resisténcia é baixa na populacdo (ROUSH;
MILLER, 1986; FFFRENCH-CONSTANT; ROUSH,1990). Varios métodos tém sido
desenvolvidos para monitorar a resisténcia precoce de lepidopteros a inseticidas. Um
deles é o método de “F2 Screen” que foi originalmente desenvolvido para a deteccao
inicial da resisténcia a plantas que expressam uma Unica proteina Bt no campo. A técnica
de “F2 Screen” tem sido considerada um método preciso no inicio da resisténcia em
condi¢cBes de campo, além de prover evidéncias sobre a eficacia de manejo (ANDOW;
ALSTAD 1998).
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A fim de prolongar a vida util das diamidas e estabelecer um programa de Manejo
da Resisténcia de Insetos (MRI), objetivou-se com esse trabalho caracterizar a
suscetibilidade aos inseticidas chlorantraniliprole e flubendiamide em populagbes de S.
frugiperda coletadas na cultura do milho em diferentes Estados do Brasil e estimar a

frequéncia inicial do alelo que confere resisténcia de S. frugiperda a chlorantraniliprole.



22



23

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos bioecolégicos de Spodoptera frugiperda

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma espécie
polifaga originaria da zona tropical e subtropical das Américas (CRUZ, 1995; MOREIRA et
al., 2003). Alimenta-se de mais de 80 espécies de plantas (CAPINERA, 2002; POGUE,
2002) incluindo inimeras culturas de importancia econémica como milho, algodéo, sorgo,
amendoim, arroz e pastagens diversas no Brasil e no mundo (CORTEZ; WAQUIL, 1997,
BOTTON et al., 1998). Apesar da amplitude de hospedeiros, S. frugiperda € considerada
a praga mais importante da cultura do milho no Hemisfério Ocidental (NAGOSHI;
MEAGHER, 2008; VALICENTE; TUELHER, 2009). A distribuicdo de S. frugiperda limita-
se a regides de clima quente do continente americano devido a auséncia de mecanismos
de diapausa e a necessidade continua de uma planta hospedeira para desenvolvimento
(CAPINERA, 2002), exigindo constantes migragdes dos individuos adultos para areas
mais quentes durante os invernos rigorosos dos EUA (NAGOSHI; MEAGHER, 2008). No
Brasil, em funcdo do intenso sistema de cultivo, diversidade e disponibilidade de
hospedeiros durante todo o ano, a espécie ndo precisa migrar como ocorre nos EUA,
além disso, em virtude da sucessao de culturas, condi¢cdes climaticas favoraveis (alta
temperatura e baixa umidade relativa do ar), S. frugiperda € encontrada praticamente em
todo territorio nacional (SANTOS et al., 2004; SA, 2009).

O ciclo completo do inseto (ovo-adulto) se d4 em aproximadamente 30 dias, com
cerca de doze geracdes por ano. O numero de posturas depositado por fémea € de no
maximo treze, e um unico individuo pode por dia depositar até oito posturas (CRUZ,
1995). A média de ovos por fémea, segundo VALICENTE e COSTA (1995), varia em
torno de 1000 ovos por postura, indicando uma alta capacidade reprodutiva dessa
espécie. Entretanto, a alimentacdo que o inseto recebe no periodo larval pode afetar a
fertilidade das fémeas (MURUA; VIRLA, 2004). O acasalamento comeca ao por do sol e
atinge seu pico entre duas e quatro horas mais tarde. A longevidade do adulto € de cerca
de doze dias e a oviposi¢cao ocorre a partir do terceiro dia apdés a emergéncia da fémea
(CRUZ, 1995). O periodo embrionario é de aproximadamente quatro dias e o periodo
larval varia conforme a alimentacao, temperatura, sexo e genética, mas geralmente ocorre

entre quatro a sete instares. PITRE e HOGG (1983) propuseram que lagartas alimentadas
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com algodéo, soja e milho apresentaram maior tempo de desenvolvimento e pupas mais
leves em comparacgao aquelas geradas de lagartas alimentadas com folhas de milho.

Na cultura do milho, S. frugiperda é também conhecida por lagarta-do-cartucho,
pois apesar de alimentar-se em todas as fases de crescimento da cultura, prefere os
cartuchos de plantas jovens (GIOLO et al., 2002). A conformacédo estrutural das plantas
de milho (cartucho) garante protecao a praga e dificulta seu controle. Dessa forma, podem
ser encontradas larvas de diferentes instares dentro de um mesmo cartucho, porém
devido ao habito canibal geralmente se encontra uma lagarta por cartucho (CRUZ et
al.,1997). Atualmente tem se tornado comum o ataque de S. frugiperda na base da espiga
do milho (GASSEN, 1996), provocando a penetracdo de patdgenos nocivos a saude
humana e de animais domésticos, através do orificio deixado pela lagarta apos danificar
os grdos, gerando elevados prejuizos ao agricultor (AVILA et al., 1997). Ao atingir
completamente seu desenvolvimento, a lagarta deixa o cartucho, penetra no solo,
preferencialmente arenoso, e se transforma em pupa, fase que dura de dez a doze dias
em meédia (SARMENTO et al., 2002). Os adultos medem cerca de 35 mm de envergadura
e apresentam dimorfismo sexual nas asas anteriores. As fémeas tém asas com coloracéo
marrom acinzentado uniforme, com manchas sutis. Nos machos, a coloracdo € mais
escura, com manchas brancas caracteristicas no apice e entre as manchas orbicular e
reniforme (CRUZ, 1995). BUTT e CANTU (1962) mencionaram que a fase mais segura
para caracterizar as diferencas sexuais entre macho e fémea € na fase de pupa, onde os
caracteres morfoldgicos se situam nos urémeros genitais (VIII e IX).

Diante da continua disponibilidade de hospedeiros, expansao da época e da area
de plantio, desequilibrio ecologico causado por inUmeras aplicacdes de inseticidas, alta
capacidade de dispersdo dos adultos e condi¢des climaticas favoraveis, S. frugiperda
tornou-se um grave problema para o agronegoécio no Brasil por causa do dificil controle e
dos significativos danos que produz durante a safra (WISEMAN et al., 1966; CRUZ,
1995). Alteracbes ambientais, provocadas pelo homem, como a expansao de fronteiras e
o desenvolvimento de novas tecnologias de producdo sdo uma das principais razées para
0 aumento gradativo dessa praga e de outras no Brasil (PARRA; OMOTO, 2004).

Outro obstaculo enfrentado para o sucesso do controle dessa praga é a existéncia
de racas de S. frugiperda. Sabe-se desde 1985 da existéncia de diferencas genéticas
entre duas racas associados a cultura do milho e do arroz nos EUA (PASHLEY;
JOHNSON; SPARKS, 1985). Atualmente ja identificadas e caracterizadas como espécies
cripticas associadas as plantas hospedeiras (PASHLEY: MARTIN, 1987; DRES; MALLET,
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2002). No Brasil, a hipétese da existéncia das ragas “milho” e “arroz” de S. frugiperda foi
constatada tendo em vista diferencas fenotipicas e genotipicas (BUSATO et al., 2002;
BUSATO et al. 2004, 2005; NAGOSHI et al. 2007a,b; MACHADO et al. 2008). A
existéncia de um nivel significativo de fluxo génico foi confirmada em popula¢cbes de S.
frugiperda provenientes de plantas de algodado e milho da regido Centro-Oeste do Brasil
(MARTINELLI et al. 2006). A existéncia de racas associadas a diferentes hospedeiros em
uma mesma regido esta intimamente associada a medidas de controle e manejo de
resisténcia, uma vez que, 0s insetos podem apresentar diferencas na suscetibilidade a
principios ativos de acordo com as racas (MCCORD; YU, 1987; ADAMCZYK et al., 1997).

O conhecimento das caracteristicas bioecolégicas de S. frugiperda como: habito
alimentar das fases do inseto, a capacidade de dispersao, fecundidade, niumero de
geracdes da praga por ano, eficiéncia de hospedeiros alternativos como substratos
alimentares, associado a integracdo de diferentes taticas de controle sdo de suma
importancia para a tomada de decisdo e refinamento de estratégias sustentaveis de
manejo da resisténcia de insetos a inseticidas (GEORGHIOU; TAYLOR,1977a;
MARTINELLI et al., 2006).

2.2 Resisténcia de Spodoptera frugiperda a inseticidas

Embora sejam significativos os avancos nos programas de manejo integrado de
pragas (MIP), o controle de S. frugiperda continua a ser realizado predominantemente por
meio de inseticidas, o que potencializou o desenvolvimento da resisténcia de S. frugiperda
a inseticidas pertencentes a principais classes de inseticidas (YU et al., 2003;
MARTINELLI ; OMOTO, 2006). Organismos capazes de suportar doses toxicoldgicas
letais para a maioria da populacdo normal (suscetivel) da mesma espécie sao
classificados como resistentes. A resisténcia dos insetos evolui em resposta a selecéo
natural. A pressdo continua de selecdo imposta pelo uso abusivo de inseticidas limita a
eficiéncia e viabilidade desses téxicos em longo prazo. A resisténcia € um caso tipico de
evolucdo Darwiniana onde a aplicacdo constante de um mesmo produto quimico aumenta
a frequéncia relativa de alguns individuos "pré-adaptados” presentes em uma populacao.

O desempenho nédo satisfatério de um produto aplicado para o controle S.
frugiperda pode estar associado a qualidade da aplicacdo ou aplicacdo em alta densidade

populacional da praga; utilizacdo de dosagens do produto acima das recomendac¢fes do
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rétulo ou bula, assim como misturas indevidas de produtos e aplicagbes em condicfes
climéaticas desfavoraveis (CRUZ, 2002). Essas condi¢fes contrapdem-se a teoria do MIP,
pois ndo somente comprometem a eficiéncia dos organismos benéficos, como também
contaminam o meio ambiente com pesticidas, arriscando a saude de trabalhadores rurais
e dos consumidores devido a possivel elevacdo do nivel de residuos quimicos nos
alimentos, o que por fim, contribui para aumentar os custos de controle da praga (CRUZ,
1999). Falhas no controle de S. frugiperda utilizando-se pesticidas sintéticos tém sido
relatadas em diversos agroecossistemas. Segundo Arthropod Pesticide Resistence
Database of Michigan State University (2012), os primeiros registros de resisténcia de S.
frugiperda ocorreram em 1965 na Bolivia. Contudo, o primeiro caso de resisténcia
constatado foi no estado da Flérida (EUA) ao inseticida cabaryl em consequéncia do
aumento da destoxificagdo metabodlica (YOUNG; McMILIAN, 1979). Posteriormente, Yu
(1991) observou resisténcia de populacdes de S. frugiperda coletadas em campos de
milho para praticamente todos 0s grupos de pesticidas com razdo de resisténcia de 2 a
271, para o grupo dos fosforados (chlorpyrifos, methyl parathion, diazinon, sulprofos,
dichlorvos e malathion), 2 a 216 para os piretroides (permethrin, cypermethrin, cyhalothrin,
fenvalerate, tralomethrin, bifenthrin, tetramethrin, e fluvalinate) e de 4 a 192 vezes para
carbamatos (methomyl, carbaryl e thiodicarb). YU, NGUYEN e ABO-ELGHAR (2003)
detectaram uma razdo de resisténcia de 562 vezes a carbaryl, 354 vezes a methyl
parathion. Atualmente estudos indicam resisténcia aos produtos mais recentes do grupo
dos reguladores de crescimento de insetos e de origem microbiana como Bacillus
thuringiensis (SHELTON et al., 2000). Alguns trabalhos desenvolvidos em Porto Rico,
México e EUA demonstram a existéncia de populacdes de S. frugiperda resistentes a
proteinas Bt CrylF expressas no milho geneticamente modificado (STORER et al., 2010).
Recentemente, a evolucdo da resisténcia a proteina CrylF foi confirmada em condicdes
de campo no Brasil (FARIAS et al., 2014).

Mecanismos como reducdo da penetragdo cuticular do produto, degradacéao,
mutacédo do sitio de acao, detoxificacdo metabdlica e resisténcia comportamental tém sido
desenvolvidos pelos insetos ao longo de milh6es de anos de coevolucdo com as plantas
em resposta as defesas quimicas das plantas (GEORGHIOU, 1972; SCOTT, 1990;
SCOTT, 1995; DESPRES et al., 2007). Em lepidopteros, tais como Spodoptera litoralis
(Fabricius), Helicoverpa armigera (Hubner) (HUANG; HAN, 2007), Plutella xylostella (L.)
(TALEKAR; SHELTON, 1993) uma grande quantidade de casos de resisténcia a

organosforados, piretroides, cabamatos, benzoilureias e espinosinas foi resultado da
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maior atividade enzimatica, caracterizada como detoxificagdo metabdlica. Em geral para
S. frugiperda, a degradacdo de xenobibticos por enzimas € mediada por monoxigenases
dependentes do citocromo P-450 (P450s ou CYPs), glutationa S-transferases (GSTs) e
esterases (carboxilesterases e fosfotriesterases) (YU, 1991;1992;2003; CARVALHO et
al.,2013). O complexo citocromo P450 tem sido intensamente estudado e € responsével
pela catalizacdo de uma diversidade de reacdes de detoxificacdo nos insetos, incluindo
hidroxilacdo de DDT, epoxidagcdo de ciclodienos, hidroxilacdo de anéis aromaticos de
carbamatos e oxidacdo de fosforotioatos (SCOTT, 1999; FEYEREISEN, 2005). Além da
destoxificacdo causada por alta atividade enzimatica (YU, 1992) NGUYEN e ALBO-
ELGHAR (2003) também confirmam vestigios de insensibilidade de sitios de acdo como
responsaveis pelo alto nivel de resisténcia em lepiddpteros. Essa resisténcia € decorrente
da mudanca na estrutura do receptor da molécula, que interage diretamente com o
pesticida, diminuindo sua toxicidade. Ambos os receptores em acetilcolinesterase (AChE)
e acido ©-aminobutirico (GABA) possuem casos de resisténcia relacionados a sua
sensibilidade as moléculas inseticidas (DEVONSHIRE; MOORES, 1984). Muitos casos de
resisténcia a analogos do hormoénio juvenil sdo devido a detoxificacdo metabdlica e a
diminuicdo na penetracdo da molécula pela cuticula, fazendo com que uma menor quantia
de produto penetre no interior do inseto (GEORGHIOU, 1972).

A integracdo de diferentes taticas de controle constitui a estratégia para o sucesso
do manejo da resisténcia de S. frugiperda, portanto recomenda-se empregar de maneira
conjunta o controle cultural, biolégico e comportamental; realizar o controle com
inseticidas apenas quando a lagarta atinge o nivel de desfolha ou o nivel de controle
(CRUZ, 2002); conhecer a biologia da praga e a mudanca na frequéncia de resisténcia no
decorrer do tempo, pois em casos onde ha instabilidade da resisténcia, muitas vezes
devido a auséncia de pressdo de selecdo, torna-se vantajoso utilizar um programa de
rotacdo de produtos com diferentes mecanismos de acao; reduzir o nimero de doses dos
inseticidas aplicados; usar inseticidas seletivos, 0s quais trazem um impacto menor sobre
0s agentes de controle biologico; preservar 0s inimigos naturais nas areas agricolas e
introduzir plantas geneticamente modificadas (CRUZ, 1995). A alternativa mais viavel
para a eficiéncia no manejo de resisténcia de S. frugiperda € compreender o manejo de
resisténcia a inseticidas como parte integrante do MIP, o qual deve ser utilizado antes do
inicio do plantio permanecendo até a colheita (CROFT, 1990), uma das principais
vantagens do MIP é a racionalizagdo do uso de inseticidas, o que contribui para uma

producdo mais sustentavel (CRUZ, 1999).
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2.3 Fatores que afetam a evolucao da resisténcia de S. frugiperda

Sao vérios os fatores que afetam a resisténcia de S. frugiperda a inseticidas, 0s
quais podem ser agrupados em fatores biolégicos, genéticos e operacionais. A resisténcia
de S. frugiperda a inseticidas é uma caracteristica genética, pré-adaptativa e ocorre em
funcdo de um fator intrinseco do organismo em resposta a uma pressao de selecao, por
isso 0 conhecimento das bases genéticas da evolucdo da resisténcia, bem como o0s
fatores bioecoldgicos e operacionais envolvidos no processo de selecdo de individuos é
essencial para o entendimento da evolucdo da resisténcia e implementacdo adequada de
um programa de manejo (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977a, b). Dentre os fatores genéticos,
GEORGHIOU e TAYLOR (1977a) mencionaram a frequéncia inicial dos alelos resistentes,
0 padrdo de heranca da resisténcia (numero e dominancia do alelo resistente) e o custo
adaptativo associado a resisténcia. Quanto maior a frequéncia inicial dos alelos
resistentes, mais rapido constituira a evolugcdo da resisténcia, sendo essa geralmente
baixa, de 10° a 10 (ROUSH; MCKENZIE,1987). No inicio da evolucdo da resisténcia, os
individuos resistentes sdo menos adaptados que os individuos suscetiveis, por isso a
frequéncia inicial de alelos dentro da populacdo é baixa, no entanto este valor tende subir
se a pressao de selecédo for intensa (CRUZ, 2002). Geralmente o custo adaptativo dos
individuos resistentes estd associado a capacidade de sobrevivéncia e reproducao
(“fitness”) da espécie. De acordo com ROUSH e MCKENZIE (1987), esses individuos
apresentam menor fecundidade e viabilidade total, menor competitividade para o
acasalamento, maior suscetibilidade a inimigos naturais, maior tempo para 0
desenvolvimento, etc. No entanto, em funcdo da coadaptacdo, essas desvantagens
associadas a resisténcia podem ser melhoradas com o decorrer do tempo (OMOTO,
2000).

O padrao de heranca da resisténcia fornece informagdes sobre a dominancia da
resisténcia e tem relacdo com o numero de genes envolvidos na resisténcia. Em
programas de manejo da resisténcia € importante 0 manejo dos individuos heterozigotos,
independentemente se a heranca é dominante ou recessiva. Apesar da caréncia de
estudos para determinar o padrdao de heranca da resisténcia de S. frugiperda a
inseticidas, a heranca da resisténcia de S. frugiperda ja foi identificada como autossémica
recessiva para o inseticida lambda-cyhalothrin (DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO, 2001) e
para a proteina CrylF (STORER et al., 2010). A evolucéo da resisténcia tende a ser mais
lenta quando a heranca é recessiva (GEORGHIOU; TAYLOR 1977a; ROUSH;
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MCKENZIE 1987). Um fator que deve ser levado em consideracdo no uso de testes de
resisténcia tem sido a caracterizacdo dos bibtipos da praga, pois, segundo PASHLEY et
al. (1987) e ADAMCZYK et al. (1997) os biodtipos (racas) poderdo apresentar uma
suscetibilidade diferenciada ao inseticida. A ampla gama de hospedeiros de S. frugiperda,
proporcionou mudancas comportamentais e fisiolégicas devido a utilizacdo de um ou
outro hospedeiro, permitindo a diferenciacdo de racas de S. frugiperda encontradas em
plantas de milho e de arroz (BUSATO et al, 2005). A existéncia de ragas associadas a
hospedeiros influenciam nas medidas de controle e manejo de resisténcia desse inseto.
No entanto a existéncia de desvantagem adaptativa dos individuos resistentes associada
a imigracao de individuos suscetiveis possibilita o restabelecimento da suscetibilidade dos
individuos na auséncia de pressao de selecao.

Os fatores bioldgicos e ecologicos podem afetar significativamente a evolucédo da
resisténcia e referem-se as caracteristicas biodticas (numero de geracdes por ano,
progénie por geracao, tipo de reproducdo) e comportamentais (capacidade de disperséo,
habito alimentar: monofagia/polifagia, monogamia/poligamia, sobrevivéncia casual,
refagio) (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977a). Quanto maior o niumero de geracdes da praga
por ano mais rapida sera a evolugcao da resisténcia, assim como, quanto maior o nimero
de descendentes a cada geracdo, pois um maior numero de descendentes estara
sofrendo pressao de selecdo. A lagarta do cartucho do milho, S. frugiperda tem em média
de doze geracdes por ano e 0 numero de ovos/fémea pode variar de 500 a 1000
(VALICENTE; COSTA 1995) assim sendo, em um tempo relativamente curto, podera
ocorrer a evolucao da resisténcia a qualquer inseticida (CRUZ et al, 2002). Além disso, 0
ciclo de vida relativamente curto e a maior disponibilidade de alimento e reflugio em
relacdo os insetos monofagos, aumentam a probabilidade de sobrevivéncia de S.
frugiperda a pressdo de selecdo. O habito alimentar polifago pode retardar o
desenvolvimento da resisténcia porque os individuos suscetiveis podem imigrar para
areas tratadas, proporcionado a diluicdo da resisténcia. Entretanto, sob o ponto de vista
bioquimico, a evolucédo da resisténcia pode ser acelerada para insetos polifagos porque
podem apresentar maior atividade metabdlica em relacdo aos monéfagos (GEORGHIOU;
TAYLOR, 1986). Os fatores genéticos e biolégicos ndo podem ser controlados e,
geralmente, sua importancia s6 pode ser estudada apdés o desenvolvimento da
resisténcia.

Os fatores operacionais da resisténcia sdo o0s Unicos que podem ser efetivamente

planejados e controlados pelo homem na implementacdo de estratégias de manejo da
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resisténcia e estdo relacionados ao inseticida e as caracteristicas de aplicagdo do
produto, tais como: persisténcia do residuo quimico, época de aplicacao do produto, dose
e frequéncia de aplicacdo desses produtos, seletividade a inimigos naturais e grupo
quimico, bem como o nivel de acdo adotado no controle da praga, estagio de
desenvolvimento da praga e modo de aplicacdo (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977b). O
processo de evolucdo da resisténcia também esta relacionado a dose e ao nimero de
aplicacdes de inseticidas. A aplicacdo constante de um mesmo agente de controle leva a
um aumento na frequéncia relativa de alguns individuos pré-adaptados presentes na
populacdo. O uso de inseticida persistente pode eliminar os insetos suscetiveis imigrantes
e assim evitar a diluicdo de genes da resisténcia (GEORGHIOU; TAYLOR, 1977a). No
entanto, dentro do contexto do manejo de resisténcia, um produto persistente ja
comprometido pela resisténcia, agrava ainda mais o problema uma vez que aumenta a
pressao de selecéo, pois expde mais de uma geracao da praga ao produto (CRUZ, 1995).
Quanto aos produtos que preservam a fauna benéfica, eles dificultam a evolucdo da
resisténcia, pois permitem que os individuos resistentes sejam controlados por seus
inimigos naturais, reduzindo a necessidade do uso de pesticidas (ROUSH, 1989). O
estudo destes fatores que afetam a resisténcia de S. frugiperda pode orientar bem como
ampliar, de maneira mais adequada, a confiabilidade das estratégias de manejo e a

capacidade efetiva de retardar e até mesmo evitar a evolucdo da resisténcia.

2.4 Inseticidas Diamidas

Durante a década de 1940, estudos a partir de extratos da casca de Ryania
speciosa (Flacourtiaceae) uma planta nativa da America do Sul e Central (WARE, 1892)
conduziram a identificacdo de uma série de moléculas com atividade inseticida de acao
paralisante, denominadas rianoides (EDWARDS et al., 1948; JEFFERIES et al., 1992).
Dentre os rianoides descobertos, a rionidina detém maior estudo e atencédo, devido a sua
alta afinidade a determinados canais de calcio (receptores) no reticulo sarcoplasmatico.
Atribuiu 0 nome comum de receptores de rianodina (RyRs), os receptores que mediam a
regulacdo da concentracao intracelular de ions calcio, em virtude da alta afinidade desses
receptores a rianodina (FILL; CORONADO, 2002). Sabe-se que os RyRs estdo presentes
na membrana do reticulo sarcoplasmatico do musculo e do reticulo endoplasmatico de

neurdnios, células epiteliais entre outras células, tanto em mamiferos como insetos
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(FRANZINI-ARMSTRONG, 1997). O advento e caracterizacdo dos receptores de
rianodina nos insetos permitiu uma maior compreensao dos mecanismos fisioldgicos de
controle muscular, além de compor um novo alvo bioquimico.

A contracdo do musculo dos insetos depende da liberacédo intracelular regulada de
vesiculas de calcio atraves da ativagdo dos receptores de rianodina (RyR) (LAHM, 2000).
Os insetos possuem apenas uma Unica forma de RyR que é composto por quatro
subunidades idénticas que formam os canais de célcio. Estes canais, juntamente com
vérias proteinas, estdo localizados no reticulo sarcoplasméatico do musculo e reticulo
endoplasmatico de células ndo musculares (GULLAN; CRANSTON, 2005). Devido a
eficacia da rianodina como inseticida natural, sua afinidade a canais de Ca®* bem como, o
conhecimento da dinamica do sistema muscular de insetos, especulou-se que 0os RyRs
seriam um excelente alvo para inseticidas sintéticos. Esta ideia culminou no
desenvolvimento das diamidas, moléculas inseticidas que atuam nos receptores da
rianodina localizado na membrana do reticulo sarcoplasmatico da célula muscular. As
diamidas ativam a liberacao irregular dos estoques de calcio das células, o qual se liga a
troponina e muda sua configuracéao fazendo com que ela se desligue da tropomiosina. Em
seguida, ocorre a liberacdo do sitio de ligacdo da actina na miosina o que resulta na
contracdo muscular (CAMPBELL et al., 1986, SATELLE et al.,2008). Em decorréncia da
intoxicacdo pelas diamidas, o inseto sofre uma subita cessacao de alimentacao, letargia,
paralisia e por fim morte (HANNING, 2009). Estes inseticidas atuam diretamente sobre o
receptor sem a necessidade de uma proteina acesséria (CORDOVA et al., 2006;
WHALON, 2008).

As diamidas séo derivadas do acido ftalico ou antranilicas (SATTELLE et al., 2008).
As diamidas do é&cido ftalico foram a primeira classe de diamidas descoberta
curiosamente pelo pesquisador da empresa Nihon Nohyaku e codesenvolvido pela
empresa Bayer por meio do trabalho em torno do herbicida pirazinedicarboxamide, o qual
levou a elaboracdo do flubendiamide, uma nova molécula de alta atividade inseticida
sobre lepidopteros pragas (TOHNISHI et al., 2005). Como descrito por EBBINGHAUS-
KINTSCHER (2006), as diamidas do acido ftalico agem diretamente no inicio da
contracdo muscular, provocando um aumento rapido da concentracdo de calcio citosélico
livre nos neurénios de Heliothis virescens, mas em neurénios isolados a partir do ganglio
da raiz dorsal de ratos, ndo induziu qualquer resposta detectavel de Ca®* mesmo em
células que reagem a cafeina e rianodina .Tal experimento para avaliacdo de seletividade

foi realizado sobre as trés linhas celulares de mamiferos que naturalmente expressam as
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trés isoformas RyR, ndo ocorrendo nenhum efeito. Um fator importante que contribui para
seguranca das diamidas quanto ao risco de intoxicacdo é a sua seletividade para RyRs
insetos sobre aqueles dos mamiferos. (LAHM et al., 2007; CORDOVA et al, 2006).A
divergéncia estrutural entre os RyRs de mamiferos e insetos implica que os RyRs de
insetos podem servir de alvo de inseticidas com baixa toxicidade a mamiferos
(TAKESHIMA et al., 1994; SATTELLE, 2008). Ao contrario dos insetos, mamiferos
possuem trés isoformas de RyR. Concentracbes micromolares de flubendiamide ou seu
analogo sulféxido foram ineficazes na estimulacdo de libertacdo de calcio a partir de
células que naturalmente expressam as trés isoformas, quer individualmente ouem
combinacao (EBBINGHAUS-KINTSCHER, 2006).

Apos a descoberta das diamidas do acido ftalico, a empresa DuPont otimizou as
diamidas com a criacédo das diamidas antranilicas, contendo o ftalico 2-metil-4-triflurometil,
formando o principio ativo chlorantraniliprole e cyantraniliprole, que sédo comercializados
pela DuPont e Syngenta, que possuem maior atividade inseticida e seguranca ambiental.
Assim como no caso das diamidas do &cido ftalico as diamidas antranilicas se ligam a um
local distinto da rianodina e até a presente data ndo houve relatos de resisténcia multipla
com outros inseticidas comerciais (LAHM, 2005; 2009). Esse inseticida apresenta alta
atividade contra espécies de Lepidoptera, pragas bem como contra espécies de
Coleoptera, Diptera e Hemiptera (LAHM, 2005; KUHAR et al., 2007; TEMPLE et al.,
2009). Recentemente foi desenvolvido o cyantraniliprole, uma segunda geracdo de
inseticidas da classe das diamidas que além de controlarem lepidopteros, também séo
eficazes no controle de hemipteros (FOSTER et. al, 2012). A maioria dos moduladores
exdgenos partilha o mesmo local de ligacdo com a rianodina. Contudo, estudos
bioquimicos revelaram que as diamidas do &cido ftalico e antranilicas ligam a um novo
sitio no RyR, distinto da rianodina (CORDOVA et al., 2006).

Chlorantraniliprole € um excelente inseticida ndo apenas devido a sua alta
atividade larvicida, longa duracao e seletividade a mamiferos, mas também por ser seguro
para aves, mariscos e artropodes benéficos, incluindo abelhas e aranhas (LAHM et al.,
2007, 2009; BRUGGER et al., 2010). No entanto, apesar da literatura limitada, € sabido
gue o inseticida chlorantraniliprole é relativamente seguro para vespas parasitoides
(HUANG, 2011). As diamidas sao relativamente seguras para 0s inimigos naturais de
insetos (BRUGGER et al., 2010). No entanto, devem-se aumentar as preocupacdes e
estudos em relacdo aos efeitos negativos desses produtos sobre inimigos naturais, de

forma a integrar e incrementar seu uso em programas de manejo integrado de pragas a
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fim de determinar o impacto em longo prazo destes produtos sobre a dinamica
populacional das pragas de insetos e insetos benéficos. Embora chlorantraniliprole e
flubeniamide sejam produtos quimicos novos e distintos quanto a estrutura quimica, é
inevithvel a pré-existéncia de alelos que conferem resisténcia e resisténcia cruzada
relacionada entre eles para S. frugiperda uma vez que desfrutam do mesmo sitio alvo.
Conforme descrito por TROCZKA (2012) e WANG (2012), trés populacdes de campo de
P. xylostella coletados do sul da China em 2011 demonstraram altos niveis de resisténcia
cruzada entre chlorantraniliprole (18-1150-vezes) e flubendiamide (15-800 vezes) quando
comparadas com a populacéo suscetivel de referéncia. Com base nesses resultados é
bastante provavel que a resisténcia cruzada possa ocorrer também com outras pragas
alvo. Portanto, chlorantraniliprole e flubendiamide n&o devem ser incorporados em
rotacdo em um mesmo programa de gerenciamento de resisténcia, tal como ja sugerido e
publicado pelo Comité Brasileiro de Acdo a Resisténcia de Inseticidas (IRAC).

LAl e SU (2011) relataram que a maior parte da mortalidade de Spodoptera exigua
causada por chlorantraniliprole, ocorreu nos primeiros quatro dias de exposi¢ao, por se
tratar de um inseticida de ingestdo de modo de acéao lenta (LAI; SU, 2011). A mortalidade
retardada observada para as diamidas (1 - 4 dias) pode ser atribuida, pelo menos em
parte, ao fato de que as diamidas precisam ser ingeridas para que se inicie sua atividade.
No entanto, as diamidas agem rapidamente na praga alvo, e em menos de 24 horas
ocorre a interrupcdo da alimentacdo se comparado com o0s demais inseticidas
recentemente desenvolvidos (HANNING et al., 2009). Em estudos com concentracfes
subletais de chlorantraniliprole, KNIGHT e LINDSEY (2006) evidenciaram uma reducao na
proporcdo de acasalamentos de Cydia pomonella. Segundo IORIATTI (2009),
chlorantraniliprole também demonstra atividade ovicida em ovos de Lobesia botrana. Tais
efeitos comportamentais sdo decorrentes da intoxicacdo muscular, no entanto 0s
mecanismos fisiolégicos especificos e a reducdo do acasalamento devem ser mais
estudados (KNIGHT ; LINDSEY, 2006; IORIATTI, 2009). Estudos de potencial de ligacéo
incluindo a presenca de rianodina para potencializar a ligacdo dos RyR a flubendiamide,
realizados em membranas do muasculo de Heliothis virescens relataram um aumento
positivo na afinidade para [3H] rianodinas a qual ndo mais exibiram uma dependéncia da
concentracéo de célcio (CORDOVA et al., 2006). Em contraste com os estudos de ligacao
flubendiamide, o valor Bmax (radiomarcado) para a [3H] diamida antranilico em musculos
de Periplaneta americana foi aproximadamente semelhante ao obtido para [3H]-rianodina

sugerindo uma estequiometria 1:1 com o tetrdmero (CORDOVA et al., 2007). No entanto,
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como este estudo de ligacdo incluindo a presenca de rianodina foi realizado sobre
preparacg@es diferente (musculo P. americana e H. virescens), ndo se pode concluir se as
duas classes de diamidas ligam de forma diferente a RyR (EBBINGHAUS-KINTSCHER et
al., 2006) e, portanto, os mecanismos fisiologicos especificos afetados serdo estudados
com mais detalhes (KNIGHT ; LINDSEY, 2006).

A evolugéo de resisténcia a inseticidas e a possibilidade de resisténcia cruzada séo
0s principais entraves no desenvolvimento de novos inseticidas. Por se tratar de um dos
poucos inseticidas eficazes ainda disponiveis para o controle de lepidépteros, houve uma
adocao generalizada das diamidas em muitas regides do mundo. Como consequéncia do
uso incorreto de padrfes de aplicacdo, muitas vezes devido a falta de especializa¢do dos
envolvidos em gestdo da resisténcia aos inseticidas, ja existem relatos de baixa
suscetibilidade para varias espécies de insetos: Plutella xylostella (L., 1758) (Lepidoptera:
Plutellidae) a chlorantraniliprole no oeste de Pernambuco no Brasil (SILVA et al.,2012), no
sul da China entre 2010 e 2012 (WANG et al. 2013) na Tailandia e Filipinas (TROZKA,
2012); Choristoneura rosaceana (Harris, 1841) (Lepidoptera: Tortricidae) em Wenatchee,
Estados Unidos (SIAL, 2011); Spodoptera exigua (Hubner, 1808) (Lepidoptera: Noctuidae)
na China (LAl ; SU, 2011) e Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera:
Noctuidae) na China (CAO et al., 2010). Segundo RIBEIRO et al. (2014), os niveis de
resisténcia de populacdes de P. xylostella no Brasil foram de 27,7 vezes, particularmente
em areas do Nordeste do Brasil sdo alarmantes. Uma vez que estes niveis de resisténcia
foram muito maiores do que os reportados por outros trabalhos recentes (TROCZKA et al,
2012;. WANG & WU, 2012;. WANG et al, 2012), sugerindo uma rapida evolucdo da
resisténcia no campo devido ao uso indevido de chlorantraniliprole reduzindo a sua
eficacia.

Mecanismos bioquimicos responsaveis pela resisténcia a diamidas ja foram
descritos para varias espécies de insetos: Choristoneura rosaceana (SIAL, 2011;), Plutella
xyllostela (TROCZKA et al.,2012; WANG et al., 2012, LIN et al.,2013 ), Spodoptera exigua
(LAl ; SU, 2011, ZHAN, 2014) e Helicoverpa armigera ( CAO et al., 2010). LAl e SIAL
(2011) baseados em estudos com S. exigua e C. rosaceana indicam que a resisténcia a
diamidas € mediada por esterases e monooxigenases, envolvidas na detoxificacdo
metabdlica enzimatica. WANG et al. (2012) sugeriram que a detoxificacdo metabdlica ndo
€ o principal mecanismo de resisténcia de P. xylostella a chlorantraniliprole. BARTEK et
al. (2012) verificaram que a resisténcia de P. xylostella a diamidas ocorre devido uma

mutacdo entre dois possiveis dominios transmembranais do canal de rianodina na
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posicdo G4946 na regido do gene que codifica o sitio de ligacdo das diamidas. Segundo
WANG et al (2012), a resisténcia de P. xylostella a chorantraniliprole foi parcialmente
recessiva e instavel, o que sugere a presenca de custos adaptativos associado a
resisténcia. Em individuos resistentes, os custos adaptativos podem prejudicar o
estabelecimento da resisténcia no campo na auséncia de um inseticida (GASSMANN et
al., 2009), e até mesmo reverter a resisténcia em funcdo da natureza de tais custos.
Apesar de poucas geracOes avaliadas, o estudo de RIBEIRO et al. (2014) reportaram que
a reversdo da suscetibilidade de populacdes resistentes de P. xylostella estd associada
ao custo adaptativo.

Apesar da severidade do ataque e infestacdes de S. frugiperda nas diferentes
culturas do Brasil e do mundo ndo ha estudos sobre o mecanismo de resisténcia de S.
frugiperda a diamidas. Recentemente o cDNA de um gene do receptor de rianodina foi
clonado e caracterizado para varios insetos: Bombyx mori (SRyR), Plutella xylostella
(PXRyR) e Cnaphalocrocis medinalis (Cm RyR) o que permitira esclarecer com base
molecular a resisténcia de pragas a inseticidas diamidas (KATO et al., 2009; GUO et al.,
2012; WANG et al., 2012; 2013).

Apesar dos relatos pontuais publicados de resisténcia de insetos a diamidas, o
controle contra diversas pragas tem sido eficaz. No entanto, vale lembrar que para os
inseticidas diamidas, assim como para qualquer outro inseticida, o risco de evolugcédo da
resisténcia de pragas deve ser considerado, mediante implementacdo de estratégias pro-
ativas de manejo da resisténcia (ROUSH, 1989; ROUSH; DALY.,1990). Devido as
caracteristicas ecotoxicolégicas favoraveis, o0s inseticidas diamidas podem ser
consideracdo como uma opc¢ao apropriada para programas de MIP (LAHM et al.,2007;
2009).

2.5 Deteccao e Monitoramento da Resisténcia

Alteracbes na suscetibilidade de populacdes praga, antes que a frequéncia critica
de resisténcia seja atingida, torna o monitoramento de pragas uma ferramenta
fundamental para orientar a tomada de decisdo de controle; implementar estratégias
proativas para gerenciar e manter a suscetibilidade de populacbes de campo; retardar a
evolucdo da resisténcia e manter a vida util dos inseticidas (ROUSH; MILLER, 1986).
Segundo FFFRENCH-CONSTANT e ROUSH (1990), a resisténcia a inseticidas tem sido

detectada e monitorada mediante as caracteriza¢gfes de linhas-basicas de suscetibilidade
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de populagbes de campo obtidas por meio da regressao de Probit. A caracterizacdo da
suscetibilidade permite estimar a razdo de resisténcia e comparar estatisticamente as
ClLsp e o0s coeficientes angulares obtidos. No entanto, os fendtipos resistentes em
populacbées naturais serdo distinguidos apenas quando a frequéncia do alelo para
resisténcia for relativamente alta ou quando a resisténcia for herdada como dominante
(VENETTE et al. 2000). Portanto, este método n&o é sensivel para detectar individuos
resistentes, pois seria necessario testar muitos individuos para encontrar um individuo
resistente em situacbes em que a frequéncia de resisténcia é baixa na populacdo
(ROUSH; MILLER, 1986). Considerando que no inicio da evolugdo da resisténcia a
frequéncia de alelos de resisténcia € baixa em uma populacdo, apresentando-se na
ordem de 10 a 102 (ROUSH; MCKENZIE, 1987), recomenda-se 0 uso de concentragdes
diagnosticas ou discriminatérias, se possivel, as quais séo testadas um namero maior de
insetos somente nas concentracées mais informativas sobre as alteracbes dos fendtipos
resistentes em populac¢des naturais (ROUSH ; MILLER, 1986; SIEGFRIED et al.,1995). O
termo dose ou concentragao discriminatoria € usado quando se sabe com base genética e
toxicoldégica que a dose € capaz de distinguir a resposta entre o gendtipo (suscetivel —
resistente) da espécie estudada; ja o termo dose diagndstica € menos criterioso e €
utilizado quando se quer monitorar a resisténcia, € uma dose proxima a CLgo ou CLgs, Ou
seja, ndo mata todos os suscetiveis, porém mata alguns resistentes, sendo menos precisa
gue a discriminatoria (HALLIDAY; BURNHAM, 1990).

Ha diversos métodos utilizados para o monitoramento da resisténcia de insetos a
inseticidas, dentre as quais se destacam os fenotipicos e genotipicos. Os métodos
fenotipicos sédo eficientes para o monitoramento da resisténcia de alelos aditivos ou
dominantes em alta frequéncia na populacdo natural (ANDOW, 2008). Contudo,
programas de manejo da resisténcia sdo mais efetivos quando implementados de modo
preventivo, ou seja, no inicio da evolucdo da resisténcia (ROUSH; MCKENZIE, 1987),
sendo assim, se 0 objetivo € estimar a frequéncia inicial de alelos resistentes em
populacbes de campo os métodos genotipicos tais como o “F1 Screen” (GOULD et al.,
1997) ou “F2 Screen” ALSTAD ; ANDOW, 1995; ANDOW ; ALSTAD, 1998) sdo mais
apropriados. No entanto, o método “F2 Screen”, apesar de trabalhoso e de alto custo,
dispensa o uso de linhagem resistente, reduz o nimero de insetos amostrados e o tempo
de deteccdo de alelos raros em populacdes de campo sendo muito mais eficiente se
comparado: ao “F1 Screen” que requer o uso de linhagem resistente; e métodos

fenotipicos que dependem de um grande ndamero de individuos amostrados para a
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deteccédo da resisténcia (ANDOW ; ALSTAD, 1998; BERNARDI et al., 2011). A triagem da
progénie F2 ou “F2 Screen” utiliza um numero reduzido de insetos amostrados, sendo
considerado o Unico método sensivel e capaz de em pouco tempo estimar variagbes na
frequéncia de um alelo recessivo ou parcialmente recessivo mesmo quando sua
frequéncia inicial € baixa (ANDOW; ALSTAD 1998). Em suma, a triagem da progénie F2
ou “F2 Screen” constitui nas seguintes etapas: a) inicialmente fémeas adultas e
fecundadas devem ser coletadas no campo; b) no laboratério devem ser estabelecidas
diferentes linhagens a partir de uma fémea trazida do campo; c) em seguida, 0s
individuos resultantes da geracdo F1 devem ser criados e reproduzidos dentro de sua
respectiva linhagem; d) os descendentes da geracdo F2 devem ser utilizados em
bioensaios discriminatérios para verificar a suscetibilidade dos individuos e (e) os dados
sdo analisados pelos métodos de estatistica Bayesiana e a frequéncia dos alelos de
resisténcia na populacdo fundadora € estimada com um intervalo de confianca. Dessa
forma, a técnica de “F2 Screen” pode com eficiéncia refinar estratégias de manejo e assim
aumentar a longevidade de inseticidas e evitar falhas de controle no campo (ANDOW;
ALSTAD 1998).

Métodos convencionais de monitoramento e deteccdo de resisténcia de pragas a
pesticidas séo indispensaveis e podem ser mais eficientes se aplicados em conjunto com

0 método de F2 Screen visando uma gestéo efetiva do manejo da resisténcia.
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Resisténcia de Artropodes a Pesticidas,
no Departamento de Entomologia e Acarologia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo (USP), Piracicaba/SP.

3.1 Coleta das populacdes de S. frugiperda

A populacdo suscetivel de referéncia (SUS) foi proveniente de colbnia de
laboratério da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG e mantida na auséncia de
pressao de selegcédo com inseticidas por mais de 10 anos. As populagdes de S. frugiperda
foram coletadas nas culturas de milho nas safras agricolas de 2011/2012, 2012/2013 em
oito regides, e na safra 2013/14 em seis Estados do Brasil (Tabela 1). Para cada
populacdo, aproximadamente 300-500 lagartas foram coletadas e colocadas em copos
plasticos de 100 mL contendo dieta artificial (KASTEN et al., 1978) e/ou acondicionadas
em caixas de isopor contendo folhas de milho e enviadas ao Laboratorio de Resisténcia
de Artropodes a Pesticidas na ESALQ/USP para posterior triagem.
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Tabela 1 - Populacdes de S. frugiperda testada em estudos de caracterizagéo e
monitoramento da suscetibilidade

Safra Estado Municipio Longitude Latitude Data da
coleta
SuUS Laboratorio - - -
Bahia Sa0 Desidério 46°09'83,0"  13°00°78,1"  20/01/2012
Mato Grosso Campo NOVO dos  p7op7051 977 13°24'47.167  02/04/2012
Parecis
Mato %rglsso 4O Chapadio do Sul  52°45'09,2"  18°39'49.2"  03/05/2012
2011/12 Minas Gerais Uberlandia - - 29/05/2012
Sao Paulo Palmital 50°13'46,64” 22°46'31,84”  20/04/2012
Goias Rio Verde - - 16/12/2011
Parana Sabaudia 51°29'43.9”  23°1843,7”  06/01/2012
Rio Ggaur}de do Santo Angelo  54°15'38,9”  28°37'51,0°  24/11/2011
Bahia Luiz Eduardo 46°17°21.6”  11°50'16,5"  11/04/2013
Magalhaes
Mato Grosso Sapezal 58°57'26,05" 13°42’5,19” 17/04/2013
Mato %rglsso 4O Chapadio do Sul  52°45'09,2"  18°39'49.2°  25/03/2013
2012/13 Minas Gerais Cambé - - 13/03/2013
Sao Paulo Palmital 50°11'30,2”  22°46'36,7”  03/06/2013
Goias Montividiu 51°10'31,4”  17°28'27,4"  17/04/2013
Parana Sabaudia 51°29'43,9”  23°1843,7”  06/01/2013
Rio Grsaunlde do NzoMe Toque  52°41'23.75" 28°26'30,02°  14/02/2013
Bahia Luis Eduardo i i 23/01/2014
Magalhaes

Minas Gerais Araguari 48°01’5,2” 18°38’43,7” 18/11/2013
2013/14 Sao Paulo Casa Branca 47°10’57,1” 21°53'42,4” 13/11/2013
Goias Cabeceiras 47°08'28,3” 15°82°'10,08”  20/01/2014

Parana Arapoti - - 05/12/13
Rio Grande do Victor Graeff 52°73'72,20" 28°59'51,5”  10/12/2013

Sul
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3.2 Criacdo e manutencdo de S. frugiperda em laboratorio

As lagartas provenientes do campo que vieram nas folhas de milho foram retiradas
das plantas e colocadas em copos plasticos contendo dieta artificial até a formacéo de
pupa. As que ja vieram em dieta artificial foram mantidas no mesmo recipiente até a
formacéo da pupa. As pupas obtidas das lagartas de campo foram retiradas da dieta e
desinfetadas com solucéo de sulfato de cobre a 10%. Em seguida, foram colocadas em
placas de Petri de 10 cm de diametro por 1,5 cm de altura contendo papel filtro, onde
foram mantidas cobertas por um copo plastico transparente até emergirem os adultos.
Foram transferidos cerca de 20 casais de mariposas por gaiola de tubo de PVC de 10 cm
de diametro por 20 cm de altura, revestidas internamente com papel jornal para
acasalamento e oviposi¢cdo. Dentro das gaiolas foi colocado um recipiente de plastico
contendo solucdo de mel na concentracdo de 10% para alimentacdo dos adultos. Os
substratos para postura e a solucdo de mel foram trocados a cada dois dias. As gaiolas
foram mantidas em condi¢des controladas em sala de criagéo a temperatura de 23+ 2°C,
umidade relativa de 70% e fotofase de 14h. As posturas contidas no papel jornal foram
recortadas e colocadas em copos plasticos transparentes (100 mL), juntamente com um
pedaco de papel filtro umedecido com agua, a fim de manter a umidade interna. Os copos
com as posturas foram mantidos em camaras climatizadas reguladas a temperatura de
20°C e fotofase 14h até a eclosédo das lagartas.

Para a realizacdo dos bioensaios de aplicacdo superficial de inseticida em dieta
artificial foram destinadas aproximadamente 95% das lagartas neonatas de cada
populacdo, os 5% restantes foram destinadas para a manutencdo da populacéo
correspondente, as quais semanalmente foram inoculadas em copos plasticos
transparentes (50 mL) contendo dieta artificial. Para os bioensaios foram utilizados placas
plasticas (Costar®, Cambridge, Massachusetts, EUA) com 24 células, onde em cada célula
foi colocado 1,25 mL de dieta artificial. Apos a secagem as placas foram mantidas em
camara de fluxo laminar com luz ultravioleta para esterilizacdo. Os inseticidas testados
foram chlorantraniliprole (Premio®, 200 g I.A./L) e flubendiamide (Belt®, 480 g I.A./L). As
diferentes concentracfes dos inseticidas foram obtidas mediante a diluicdo em agua
destilada com adigcdo de 0,1% (v/v) do surfactante Triton® a cada concentracdo testada.
Na sequéncia, em cada placa foi aplicado, por célula, 30 puL da solucéo inseticida na
concentracdo a ser testada. Apos secagem das placas, lagartas de terceiro instar foram

inoculadas individualmente para cada célula. Para o fechamento das células foi utilizada a
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tampa das placas e transparéncias plasticas perfuradas. As placas foram mantidas em
camaras climatizadas com temperatura de 25+ 2°C e fotofase de 14h e apds 96h,
realizou-se as avaliagdes para ambos o0s inseticidas tendo como critério de mortalidade os
individuos sem movimento aparente ap0s serem tocados com um estilete nos ultimos

segmentos abdominais.

3.3 Caracterizacdo da suscetibilidade de S. frugiperda a chlorantraniliprole e
flubendiamide

Para a caracterizacdo da suscetibilidade de S. frugiperda a chlorantraniliprole e
flubendiamide foi utilizada a populacdo suscetivel de referéncia (SUS) e cinco populagcdes
de campo coletadas na safra agricola de 2011/12 em diferentes regides geograficas do
Brasil. Foram testadas oito concentragcfes distribuidas logaritmamente proporcionando
uma mortalidade entre 5 e 95%. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com seis repeticdes, sendo testadas no minimo 96 lagartas por concentracao
e avaliadas com 96h apds a infestacdo. Os dados de mortalidade foram submetidos a
analise de Probit através do programa Polo-PC (LeOra Software, 1987) e posteriormente
calculados os valores das concentracdes letais (CL) e respectivos intervalos de confianca
(I.C 95%). Para estimativa das concentracdes diagnosticas, os dados de mortalidade das
cinco populacdes de S. frugiperda foram agrupados e analisados conjuntamente, segundo
0 método proposto por SIMS et al (1996). Os dados de mortalidade foram submetidos ao
modelo binomial com funcéo de ligacdo complemento log-log (modelo CLL) que foi usado
para descrever a relacdo entre a concentracdo de inseticida e a probabilidade de
mortalidade acumulada (ROBERTSON; PREISLER, 1992) utilizando o procedimento de
Probit através do programa Polo-PC (LeOra Software, 1987). Por meio deste modelo foi
estimada a ClLgg € seu respectivo intervalo de confianca (I.C 95%) e definida a

concentracao diagnodstica de monitoramento da suscetibilidade S. frugiperda
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3.4 Monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda a chlorantraniliprole e

flubendiamide

A suscetibilidade de populacfes de S. frugiperda aos inseticidas chlorantraniliprole
e flubendiamide foi avaliada em oito estados produtores de milho do Brasil: Bahia, Minas
Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiés, Parand, Rio Grande do Sul e Sao Paulo
nas safras 2011/12 2012/13 e seis estados: Bahia, Minas Gerais, Goias, Parana, Rio
Grande do Sul e Sdo Paulo na safra 2013/14. O monitoramento da suscetibilidade foi
realizado por meio de bioensaios de ingestao (Figura 1) utilizando-se duas concentracoes
diagnosticas definidas anteriormente. Os bioensaios foram realizados com no minimo 480
lagartas testadas por concentracdo e avaliadas em 96h apds a infestacdo. Os dados de

mortalidade (X) foram transformados para arcsen,/X /100 e submetidos a analise de

variancia. Para discriminacdo dos tratamentos, as meédias foram comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro (p< 0,05), utilizando o software SAS
(SAS Institute, 2004).
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Figura 1 - Detalhes do método de bioensaio de ingestédo. A) Esterilizagcdo e secagem das placas de
bioensaio; B) Diluicdo do inseticida; C) Aplicacdo do inseticida nas células; D) Inoculacéo de
lagartas de 3° instar; E) Placas mantidas dentro de cAmaras climatizadas com temperatura de

25+ 2°C e fotofase de 14h. ; F) Placas de bioensaio para avaliagéo apds 96h apos a inoculagéo
de lagartas
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3.5 Estimativa da frequéncia inicial do alelo que confere resisténcia de S. frugiperda

a chlorantraniprole

3.5.1 Coletade S. frugiperda para “F2 Screen”

As populagdes de S. frugiperda foram coletadas nas principais regidoes de produgao
de milho no Brasil, nas safras agricolas de 2011/12, 2012/13 e 2013/14 (Tabela 2).

Tabela 2 - Populacdes de S. frugiperda usadas para o “F2 Screen”

L Cdédigo da : .
Estado Municipio populacio Longitude Latitude
Sao Desidério M/BA 27 46°09'83,0" 13°00'78,1"
Luiz Eduardo \mn 31 46°17216”7  11°50'16,5"
Magalhaes
Luiz Eduardo \mr a3 46°172167  11°50'16,5"
_ Magalhaes
Bahia Correntina M/BA34  45°72'70"  13°67'55"
Luiz Edu?rdo M/BA 35 i i
Magalhaes
Roda Velha M/BA 36 - -
Estrondo M/BA 37 - -
Sinop M/MT 19 - -
Mato Grosso CamMPONovodo o oq 5705751 977 13°24'47 167
Parecis
Sorriso M/MT 23  55°50’09,21” 12°13’01,6”
Sao Gabriel do M/MS 11 i i
Mato Grosso h OegtNe d
do sul c apguf‘o O MIMS12 52°50°36,39” 18°43'01,21”
Dourados M/MS 13  54°32’03,55” 22°01’13,43”
Minas Gerais Uberlandia M/MG 17 - -
Montividiu M/GO 22 51°14’50,3” 17°15'35,6”
Goias Caiapbnia M/GO 23  51°38’'38,6” 17°13°02,03”
Rio Verde M/GO 24 - -
Sabaudia M/PR 34 51°29'43,9” 23°18'43,7”
b ) Sabaudia M/PR 37 51°29'43,9” 23°18'43,7”
arana Campo Mourdo  M/PR 38 - -
Cambé M/PR 44 - -
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3.5.2 Criacdo de S. frugiperda em laboratorio para “F2 Screen”

As lagartas provenientes do campo foram retiradas das plantas ou placas plasticas
e em seguida inoculadas individualmente em copos plasticos contendo um pedaco de
dieta artificial (KASTEN et al., 1978). As pupas obtidas das lagartas de campo foram
retiradas da dieta e desinfetadas com solug&o de sulfato de cobre a 10%. Em seguida em
uma bandeja de 30x40 cm contendo papel filtro, cada pupa foi individualizada e coberta
por um copo plastico (50 ml) transparente até emergirem os adultos. As fémeas adultas
foram individualizadas em copos plasticos transparentes (500 mL), colocados com a
abertura virada para baixo sobre uma mesa revestida com papel jornal para acasalamento
e oviposicao. Cada copo plastico representou uma isolinha (casal: fémea + macho) e
dentro dos copos plasticos foi colocado uma placa de cultura de células de acrilico (35
mm de didmetro x 10 mm, BD Falcon™) com algodao absorvente de agua embebido em
solucdo de mel na concentracdo de 10% para alimentacdo dos adultos. Os substratos
(copo e papel jornal) para postura e a solucdo de mel foram trocados a cada dois dias.

As isolinhas foram mantidas em condi¢cdes controladas em sala de criacdo a
temperatura de 25+ 2°C, umidade relativa de 70% e fotofase de 14h. As posturas contidas
no papel jornal foram recortadas e colocadas nos copos plasticos transparentes (500 mL)
correspondentes a isolinha, juntamente com um pedaco de papel filtro umedecido com
agua, a fim de manter a umidade interna. Os copos com as posturas foram mantidos em
camaras climatizadas a temperatura de 20°C e fotofase 14h até a eclosao das lagartas.
As lagartas neonatas foram transferidas com auxilio de um pincel para copos plasticos
transparentes (100 mL) contendo dieta artificial (corresponde a progénie F1). Ao atingirem
o 3° instar foi inoculado cinco lagartas por copo, num total de 22 copos plasticos (100 mL),
contendo dieta artificial por isolinha. As pupas obtidas de cada isolinha foram retiradas da
dieta e desinfetadas com solucédo de sulfato de cobre a 10%. Em seguida as pupas foram
transferidas para uma gaiola de tubo de PVC de 10 cm de diametro por 25 cm de altura,
revestidas internamente com papel jornal para acasalamento e oviposicao.

Dentro das gaiolas foi colocado um recipiente de plastico contendo solucéo de mel
na concentracdo de 10% para alimentacdo dos adultos. Os substratos para postura e a
solucdo de mel foram trocados a cada 3 dias. Foram realizadas aproximadamente 3
trocas de gaiolas. As gaiolas correspondentes as isolinhas foram mantidas em sala de
criacdo a temperatura de 25+ 2°C, umidade relativa de 60% e fotofase de 14h. As

posturas contidas no papel jornal foram recortadas e colocadas em copos plasticos
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transparentes (500 mL), juntamente com um pedaco de papel filtro umedecido com agua,
a fim de manter a umidade interna. Os copos com as posturas foram mantidos em
camaras climatizadas a temperatura de 20°C e fotofase 14h, até a eclosdo das lagartas
(corresponde a progénie F2) (Figura 2).
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Figura 2 - Detalhes do método de “F2 Screen”. A) Coleta de individuos de campo; B) Individualizag&o das
pupas; C) Isofémeas estabelecidas (Geragéo Parental); D) Individuos da geracéo F1 criados
dentro de sua respectiva linhagem; E) Adultos da geracé@o F1 acondicionados em gaiolas para
reproducdo; F) Lagartas da geracdo F2 inoculadas para os bioensaios discriminatorios

d
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3.5.3 Teste da progénie F2

As neonatas da progénie F2 foram inoculadas em copos plasticos transparentes
(50 mL) contendo dieta artificial (KASTEN et al., 1978), as quais ao atingirem o 3° instar
foram destinadas ao bioensaio de monitoramento. O teste da progénie F2 foi realizado
com bioensaio de ingestao utilizando-se uma concentracao discriminatéria de 32 ug de
chlorantraniliprole/mL de agua [I.A. (ppm)] .Para os bioensaios foram utilizados placas
plasticas (Costar®, Cambridge, Massachusetts, EUA) com 24 células, onde em cada célula
foi colocado 1,25 mL de dieta artificial. Foram utilizadas 5 placas para cada isolinha,
totalizando 120 insetos testados por isolinha. Apds a secagem as placas foram mantidas
em camara de fluxo laminar com luz ultravioleta para esterilizacdo. Na sequéncia, em
cada placa foi aplicado, por célula, 30 puL da solucéo inseticida diluicdo em agua destilada
com adicdo de 0,1% (v/v) do surfactante Triton®. Ap6s secagem das placas, lagartas de
terceiro instar foram inoculadas individualmente para cada célula. Para o fechamento das
células foi utilizada a tampa das placas e transparéncias plasticas perfuradas. As placas
foram mantidas em camaras climatizadas com temperatura de 25+ 2°C e fotofase de 14h
e apos 96h foram realizadas As avaliacbes por isolinha, tendo como critério de
mortalidade os individuos sem movimento aparente apds serem tocados com um estilete
nos ultimos segmentos abdominais. Foram consideradas isolinhas positivas, as isolinhas
gue obtiveram individuos F2 sobreviventes apds 96h, as quais foram retestadas na

geracdo F3 com o mesmo método e concentracao e sobreviveram.

3.5.4 Andalise estatistica

Os dados foram analisados pela inferéncia Bayesiana (BRUNK, 1975) para estimar
a frequéncia do alelo resistente, com um intervalo de confianca de 95%. Nessa analise foi
usado o modelo para fémeas e machos coletados antes do acasalamento (difere do
modelo de fémeas coletadas acasaladas) (ANDOW ; ALSTAD, 1998). Uma vez que, p

corresponde a frequéncia de alelos resistentes testadas, N € o numero de isolinhas
testadas e S o numero de isolinhas positivas. O valor esperado do alelo resistente foi

estimado a partir de E[p]= i Uma vez que contamos com a probabilidade de que

4(N +2)

qualquer um da linhagem parental possui um alelo resistente, pode-se encontrar 4 alelos
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resistentes em cada isolinha, a freqiéncia de alelos de resisténcia é um quarto da
frequéncia de linhagens resistentes. Sendo assim, na progénie F2 espera-se que uma em
cada dezesseis larvas, seja homozigoética para o alelo de resisténcia . Assumindo uma

distribuicdo prévia uniforme, acasalamento ao acaso e resisténcia monogénica. O

intervalo de confianca de 95% (IC) foi estimado a partir dej': g(p|S)dp=0.05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacéo da suscetibilidade a diamidas em populagdes de S. frugiperda no
Brasil

As ClLso de populagbes de S. frugiperda variaram de 1,15 a 2,55 pg de
chlorantraniliprole/mL de agua [I.A. (ppm)] , representando uma diferenca de apenas 1,4
vezes entre as populacbes avaliadas (Tabela 3, Figura 3) e 1,75 a 4,17 pg de
flubendiamide/mL de agua [Il.A. (ppm)], representando uma diferenca de 2,4 vezes entre
as populagcbes (Tabela 4 , Figura 4). A populacdo do Rio Grande do Sul foi a mais
suscetivel a chlorantraniliprole com CLso de 1,42 pg de chlorantraniliprole/mL de agua [l.A.
(ppm)] e flubendiamide com CLso de 1,57 pg de flubendiamide/mL de agua [I.A. (ppm)] na
safra 2011/12. Comparando os valores das CLsp, ndo houve diferencas significativas na
resposta a chlorantraniliprole e flubendiamide entre as populacdes testadas, devido a
sobreposicao de valores estimados para os respectivos intervalos de confianca (Tabela 3
e 4). Por se tratar de uma molécula nova, a auséncia de diferencas estatisticas entre as
ClLso das populacdes testadas era esperada, dado que a frequéncia de individuos
resistentes a diamidas no campo ainda € baixa. Observando os limites do IC 95% das
CLso, pode-se considerar que o bioensaio utilizado foi de alta precisdo uma vez que o IC
95% das populacbes estudadas ndo ultrapassou duas vezes o valor da CLs determinada
(NAVON; ASCHER, 2000). As diferencas de CLso observadas apesar de estreitas sao
normais, pois existe variabilidade genética natural das populacbes de S. frugiperda
coletadas, o que ocasiona diferencas de suscetibilidade entre as populacdes. Todas as
populacbes de campo de S. frugiperda apresentaram elevada suscetibilidade a
chlorantraniliprole e flubendiamide.

Linhas basicas de suscetibilidade a chlorantraniliprole ja foram estabelecidas para
outras espécies de insetos e assim como para os dados obtidos no presente estudo para
S. frugiperda, as variacdes na suscetibilidade a chlorantraniliprole foram também baixas
em populacdes de Plutella xylostella no Brasil (3,7 vezes) (SILVA et al.,2012) e na China
(5 vezes) (WANG et al., 2010), Bemisia tabacino Arizona, EUA (5 vezes) (LI et al., 2011) ,
Choristoneura rosaceanaem Washington, EUA (5,3 vezes) (SIAL ; BRUNNER, 2010),
Cnaphalocrocis medinalis na China (5,8 vezes) (ZHENG et al., 2011), Spodoptera exigua
naChina (6 vezes) (LAl et al., 2011) e Chilo suppressalis na China(9,4 vezes) (HUANG
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et al.2011). Para flubendiamide, as variagdes na suscetibilidade também foram baixas
para populacdes de Itame argillacearia no Canada (2,1 vezes) (RAMANAIDU et al., 2011),
Spodoptera litura na india (4,2 vezes) (SHARMA, P.C ; PATHANIA, AK., 2012) e
Chrysodeixis includens em Mississippi e Louisiana, EUA (9 vezes) (OWEN et al.,2013).

Verificou-se que os valores de coeficiente angular das curvas de concentragéo-
mortalidade para chlorantraniliprole foram maiores que os valores estimados para
flubendiamide. Um alto coeficiente angular permite maximizar as diferencas entre as
linhagens suscetiveis e resistentes, identificar a progressao de resisténcia e a variacao
genotipica na tolerancia a um inseticida (HOSKINS; GORDON, 1956). Portanto, o elevado
valor do coeficiente angular do inseticida chlorantraniliprole, indica uma maior atividade
inseticida e maior homogeneidade genotipica das populacdes testadas. Os valores de
CLso estimados para chlorantraniliprole foram inferiores aos de flubendiamide para todas
as populacdes de S. frugiperda testadas (Tabelas 3 e 4; Figuras 3 e 4). A maior atividade
inseticida de chlorantraniliprole também foi observada em outras espécies como P.
xylostella e C. rosaceana (TROCZKA et al.,2012; WANG et al., 2012).
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Tabela 3 - Caracterizacdo da linha-basica de suscetibilidade a chlorantraniliprole para populagfes de S. frugiperda de laboratério e

coletadas na cultura do milho nas safras 2011/2012

a

Populacéo n Coef. Ang. (+EP) CLso (IC 95%)° x gl°
SuUS 1584 2,13 (x0,11) 1,15 (0,88 - 1,50) 6,78 8
RS 1584 2,32 (x0,12) 1,42 (1,29 - 1,58) 3,72 8
PR 1584 2,12 (x0,11) 1,77 (1,55 - 2,02) 8,52 8
SP 1584 2,26 (+0,11) 2,11 (1,90 - 2,34) 4,22 8
MT 1584 2,22 (+0,11) 2,25 (2,02 -2,52) 3,35 8
BA 1584 2,30 (x0,12) 2,55 (2,30 - 2,83) 4,57 8

a Numero de lagartas testadas
b ug de ILA./mL de agua
¢ Graus de liberdade

Tabela 4 - Caracterizacdo da linha-basica de suscetibilidade a flubendiamide para populacdes de S. frugiperda de laboratorio e
coletadas na cultura do milho nas safras 2011/2012

a

Populagéo n Coef. Ang. (+EP) CLso (IC 95%)° x gl°
SUS 1584 1,83 (0,09) 1,75 (1,52 — 1,99) 7.6 8
RS 1584 1,57 (+0,09) 2,93 (2,53 — 3,35) 5,42 8

PR 1584 1,49 (+0,08) 3,05 (2,63 — 3,51) 4.30 8

SP 1584 1,47 (x0,09) 3,65 (3,18 - 4,22 7,62 8

MT 1584 1,47 (+0,09) 3,71 (3,21 - 4,27) 7 8

BA 1584 1,40 (+0,09) 4,17 (3,60 - 4,82) 6 8

a Numero de lagartas testadas
b ug de I.A./mL de agua
¢ Graus de liberdade
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Figura 3 - Curvas de concentracdo-resposta a chlorantraniliprole em populacdes de S.
frugiperda no Brasil
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Figura 4 - Curvas de concentracdo-resposta a flubendiamide em populacées de S.
frugiperda no Brasil
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Com a andlise conjunta dos dados de concentracdo-mortalidade da populacédo de
laboratério e das cinco populagbes de campo de S. frugiperda coletadas nas safras
2011/12, foram estimadas a CLgg = 22,9 (1.C95% 18,9 — 28,7) ug de chlorantraniliprole/mL
de agua [l.LA. (ppm)] e CLgg = 125,5 (1.C95% 106,7 — 149,7) pg de flubendiamide/mL de

agua [lLA. (ppm)] (Figura 5 e 6).

100 +

80 -

60 -

40 -

% Mortalidade

20 -

0,1 1 10 100
Mg de chlorantraniliprole/mL de agua [I.A. (ppm)]

Figura 5 - Andlise conjunta dos dados de suscetibilidade de uma populacéo suscetivel de laboratério e de
cinco populag@es de campo de S. frugiperda coletadas nas safras 2011/12 a chlorantraniliprole.
A é&rea hachurada indica a faixa de concentracdes diagnosticas sugeridas para 0 monitoramento

da resisténcia.
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Figura 6- Analise conjunta dos dados de suscetibilidade de uma populagéo suscetivel de laboratério e de
cinco populacdes de campo de S. frugiperda coletadas nas safras 2011/12 a flubendiamide. A
area hachurada indica a faixa de concentragdes diagndsticas sugeridas para 0 monitoramento da

resisténcia
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Baseado nas respostas de concentracdo-resposta da populacdo suscetivel de
referéncia, as concentracdes diagndsticas de 10 e 32 ug de chlorantraniliprole/mL de
agua [LLA. (ppm)] e 100 e 180 ug de flubendiamide/mL de agua [I.A. (ppm)] foram
definidas para o monitoramento da suscetibilidade. Segundo SILVA et al. (2012) no Brasil
a concentracdo diagnostica projetada para  Plutella xyllostela foi de 30 pg de
chlorantraniliprole/mL de agua [l.A. (ppm)] e mostrou ser adequada para detectar

precocemente sobreviventes ao inseticida chlorantraniliprole.

4.2 Monitoramento da suscetibilidade de populacdes de Spodoptera frugiperda a

diamidas coletadas na cultura do milho no Brasil

As populagdbes de S. frugiperda apresentaram alta suscetibilidade a
chlorantraniliprole (Tabela 5) e flubendiamide (Tabela 6) nas safras de 2011/12 e 2012/13.
A sobrevivéncia de S. frugiperda na safra 2011/12 a 10 pg de chlorantraniliprole/mL de
agua [l.A. (ppm)] variou de 1,2% no RS a 2,6% na Bahia (Tabela 5). Para 100 ug
flubendiamide/m mL de agua [I.A. (ppm)] a sobrevivéncia de S. frugiperda variou de 1,0%
no Rio Grande do Sul a 2,4% na Bahia (Tabela 7). Tradicionalmente, programas de
monitoramento da suscetibilidade de pragas a inseticidas utilizam comparacdes de doses
letais e coeficientes angulares de curvas de concentracdo-resposta estimadas entre
populacdes suscetiveis de laboratério e de campo (TWINE; REYNOLDS, 1980;
FFFRENCH-CONSTANT; ROUSH 1990). Entretanto, em alguns casos, em que O
programa de monitoramento tem carater preventivo, o uso de concentracdes letais e
coeficientes angulares ndo sao suficientes para distinguir com precisdo populacdes
suscetiveis das supostamente resistentes quando comparado com testes diagndsticos,
uma vez que sao menos sensiveis a pequenas mudancas na frequéncia de individuos
resistentes, principalmente no inicio da evolucdo da resisténcia em que a frequéncia de
resisténcia é baixa (ROUSH; MILLER 1986; et al.,2000). FFFRENCH-CONSTANT e
ROUSH (1990) propuseram que testes diagndsticos baseados em concentracdes
diagnosticas ou discriminatorias sdo mais vantajosos do que o uso de concentracdes
letais e coeficientes angulares visto que demandam menos tempo e individuos para
obtencdo dos resultados, pois todos os individuos séo testados numa determinada
concentracgéo, cujas percentagens de mortalidade sédo de interesse.

As pequenas variagbes de suscetibilidade podem refletir variagdes naturais entre

as populacbes geograficamente distintas. Os estados da Bahia e Mato Grosso
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apresentaram menor suscetibilidade para ambos os inseticidas. No entanto, apesar de
terem sido encontrados alguns sobreviventes no monitoramento da suscetibilidade de S.
frugiperda para os inseticidas observou-se uma alta suscetibilidade em todas as
populagdes tanto nas concentragbes menores (100 e 10 ug de I.A/m mL de agua) quanto
nas maiores (180 e 32 ug de I.A/m mL de agua) respectivamente para o flubendiamide e
chlorantraniliprole. TROCZKA et al. (2012) verificaram que na Tailandia e Filipinas a falha
no controle de Plutella xylostella com diamidas seja devido ao elevado grau de
plasticidade genética da praga e continua pressédo de selecdo que resultou em uma alta
razao de resisténcia. De um modo geral, populagdes da regido sul do Brasil apresentaram
maior suscetibilidade para as diamidas, possivelmente devido ao clima frio de inverno que
diminui as geragdes da praga por ano e resulta em uma menor pressao de selecéo.

Até o0 momento ndo ha registros na literatura de casos de resisténcia de S.
frugiperda a diamidas, fato que pode estar relacionado ao mecanismo de acao distinto de
outros grupos de inseticidas associado a menor presséo seletiva. Apesar disto, baseado
nos resultados do monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda na safra 2012/13 e
na safra 2013/14, foram observados aumento no percentual de sobrevivéncia,
particularmente no estado da Bahia e Goias, apesar de persistir uma estreita variabilidade
nas respostas das populacdes testadas a chlorantraniliprole e flubendiamide entre todos
os estados (Tabela 6 e 7). A sobrevivéncia de S. frugiperda na safra 2012/13 a 10 ug de
chlorantraniliprole/mL de agua [I.A. (ppm)] variou de 2,7% no Rio Grande do Sul a 12,7%
na Bahia (Tabela 5). Na concentracdo de 32 ug de chlorantraniliprole/mL de agua [I.A.
(ppm)] a sobrevivéncia variou de 0,4% no estado de S&o Paulo a 0,83% no estado da
Bahia (Tabela 6). No entanto, na safra 2013/14 para a concentragdo de 32 ug de
chlorantraniliprole/mL de agua [I.A. (ppm)] observou-se um aumento ainda maior que o
observado na segunda safra com variacdo de 0,59% para a populacao coletada no estado
de S&o Paulo a 3,97% no estado de Goias (Tabela 6). Na safra 2012/13, a sobrevivéncia
de S. frugiperda variou de 1,46% no Rio Grande do Sul a 4,96% na Bahia para 100 ug de
flubendiamide/mL de &gua [lLA. (ppm)]. Na safra 2013/14, a sobrevivéncia para
flubendiamide variou dede 1,4% para as populacdes coletadas no Rio Grande do Sul a
6,04% em Goias (Tabela 7). A suscetibilidade a um inseticida em particular pode variar
entre populacBes coespecificas, bem como dentro de uma populacédo através do tempo
devido a mudancas nas frequéncias alélicas, variacbes ambientais ou ambas
(TABASHNIK et al.,1992).
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Tabela 5 - Sobrevivéncia de populag6es de S. frugiperda coletadas em diferentes regides do Brasil na concentragdo diagnostica de
10 ug chlorantraniliprole/mL na cultura do milho nas safras de 2011/12 e 2012/13

Chlorantraniliprole 10 pg/mL

Populacéo N2 % Sobrevivéncia +epm”®
2011/12 2012/13
BA 480 2,58 +0,61 a 12,70 £0,37 a
GO 480 2,18 £0,47 a 3,54 +0,76 b
MG 480 1,04 +0,41 a 1,25+0,44 b
MS 480 1,88 +0,50 a 2,92 +0,80 b
MT 480 2,27 +0,60 a 3,75+0,67 b
PR 480 1,39 £0,43 a 3,13+0,73 b
RS 480 1,19 +0,41 a 2,71 +0,76 b
SP 480 1,98 £0,47 a 2,18 +0,47 b

2nGmero de individuo testados; ° erro padrdo da média
Médias com a mesma letra na coluna, nao diferem significativamente (P <0,05)
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Tabela 6 - Sobrevivéncia de populac6es de S. frugiperda coletadas em diferentes regifes do Brasil na concentragdo diagnostica de
32 ug chlorantraniliprole/mL na cultura do milho na safra 2011/12, 2012/13 e 2013/14

Chlorantraniliprole 32 pg/mL

Populacéo n® % Sobrevivéncia +epm”®
2011/12 2012/13 2013/14

BA 480 0,80 +0,33 a 0,83 +0,49 a 0,83+0,38 b
GO 480 0,20 +0,20 a 0,21 +0,21 a 3,97 1,53 a
MG 480 0,00 £0,00 a 0,42 £0,42 a 0,79 £0,46 b
MS 480 0,42 +0,40 a 0,42 +0,29 a -

MT 480 0,40 +0,27 a 0,67 0,56 a -

PR 480 0,20 +0,20 a 0,21 +0,21 a 0,00 £0,00 b
RS 480 0,20 +0,20 a 0,42 £0,29 a 0,00 £0,00 b
SP 480 0,20 +0,20 a 0,40 £0,27 a 0,59+0,59 b

2nGmero de individuo testados; ° erro padrdo da média
Médias com a mesma letra na coluna, nao diferem significativamente (P <0,05)
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Tabela 7 - Sobrevivéncia de populacdes de S. frugiperda coletadas em diferentes regides do Brasil has concentragbes
diagnésticas de 100 ug flubendiamide/mL na cultura do milho na safra 2011/12, 2012/13 e 2013/14

a

Flubendiamide 100 pg/mL

% Sobrevivéncia +epm”

Populagéo n
2011/12 2012/13 2013/14

BA 480 2,38 +0,46 a 4,96+0,62 a 5,63 +,2,12ab
GO 480 1,79 £0,46 a 1,88 £0,64 b 6,04 +2,06 a
MG 480 1,59 +0,54 a 1,46 £0,46 b 1,58 £1,05 ab
MT 480 2,08 +0,53 a 2,29 +0,90 b -

PR 480 1,19 +0,41 a 1,67 £0,69 b 0,20 +0,20 b
RS 480 0,99 +0,40 a 1,46 £0,61 b 0,78 +0,55 ab
SP 480 1,79 +0,45 a 1,98 £0,50 b 1,58 £0,97 ab

2nGmero de individuo testados; ° erro padrdo da média
Médias com a mesma letra na coluna, nao diferem significativamente (P <0,05)



de 180 ug flubendiamide/mL na cultura do milho nas safras de 2011/12 e 2012/13

Tabela 8 - Sobrevivéncia de populacdes de S. frugiperda coletadas em diferentes regifes do Brasil na concentragédo diagnéstica
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a

Flubendiamide 180 pg/mL

Populacéo n % Sobrevivéncia +epm”
2011/12 2012/13
BA 480 0,60 20,33 a 41720,70 a
GO 480 0,40 £0,27 a 0,42 £0,42 b
MG 480 0,40 £0,27 a 0,42 £0,29 b
MT 480 0,40 £0,27 a 1,00 0,50 b
PR 480 0,20 £0,20 a 0,20 +0,20 b
RS 480 0,00 £0,00 a 0,20 +0,20 b
SP 480 0,40 £0,27 a 0,40 +0,27 b

2nGmero de individuo testados; ° erro padrdo da média
Médias com a mesma letra na coluna, nao diferem significativamente (P <0,05)
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Sabe-se que populacdes de S. frugiperda na regido nordeste e centro oeste do
Brasil sdo resistentes a inimeros inseticidas (RODRIGUEZ, 2000; SCHMIDT, 2002;
MARTINELLI, 2006; OLIVEIRA, 2008; DOURADO, 2009), e devido ao uso indiscriminado
de novas moléculas por parte dos produtores, o risco de evolucao de resisténcia € alto.
SILVA et al. (2012) em estudos de caracterizagdo de suscetibilidade de P. xillostela a
chlorantraniliprole observaram que as populagcbes do centro-leste de Pernambuco
apresentaram maior tolerancia a chlorantraniliprole e devido a alta plasticidade genética, a
praga apresenta alto potencial de evolugéo de resisténcia a diamidas. Portanto,programas
de monitoramento da suscetibilidade sédo fundamentais na implementacdo de estratégias
de manejo da resisténcia.

De modo geral, as populacdes de S. frugiperda da Bahia e Goias foram mais
tolerantes do que as demais populacdes, particularmente para a safra 2013/14. O
monitoramento da populacdo do estado da Bahia para 10 ug de chlorantraniliprole/mL
revelou um aumento na sobrevivéncia na safra de 2012/13, que foi quatro vezes maior
comparada com a sobrevivéncia identificada na safra 2011/12. J4 a porcentagem de
sobrevivéncia para a populacédo do estado de Goias para 100 ug de flubendiamide/mL de
agua [lLA. (ppm)] na safra de 2013/14 foi trés vezes maior se comparado a safra de
2011/12. O aumento na sobrevivéncia de individuos resistentes ndo ocorre apenas devido
a frequéncia dos individuos resistentes, mas também pode estar relacionada a densidade
da praga, estrutura etaria da populagdo, ocorréncia de inimigos naturais (FFRENCH-
CONSTANT; ROUSH, 1990), qualidade da pulverizacéo e condi¢cdes climaticas. Devido a
sobreposicao temporal de culturas hospedeiras, a praga desfruta de condicGes favoraveis
para se desenvolver ao longo do ano todo, sendo realizadas aplicacdes sucessivas de
agroquimicos por ciclo da cultura do milho. A crescente utilizacdo das diamidas para o
controle de Helicoverpa armigera (Hubner) nos diferentes cultivos pode contribuir com o
aumento da pressdo de selecdo em lagartas de S. frugiperda também presentes na
lavoura. Desta forma, o problema da resisténcia de S. frugiperda a inseticidas tendera a
se agravar. A variacao de suscetibilidade entre as populacfes e safras agricolas obtidas
no presente estudo pode ser considerada baixa, no entanto, medidas preventivas de
manejo da resisténcia devem ser implementadas para prolongar a vida util das diamidas
no controle de S. frugiperda e outras pragas.

Houve diferenca entre as médias de sobrevivéncia das populacdes de S. frugiperda
coletadas nas diferentes safras para chlorantraniliprole e flubendiamide, sendo

observados incrementos na sobrevivéncia a cada safra em todos os estados. Assim como
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os estados da Bahia e Goias, o estado do Rio Grande do Sul se destaca dos demais
estados, pelo grande aumento da sobrevivéncia de S. frugiperda entre as safras,
principalmente para chlorantraniliprole, o que pode ser associado ao sistema de manejo
empregado na regido de coleta. Apesar de pequena, a diminuicdo da suscetibilidade
observada a cada safra no monitoramento evidencia a sele¢do instavel de populacfes
resistentes de S. frugiperda a diamidas nas regides do Brasil. A instabilidade da
resisténcia a diamidas, poderd ser explorada através de um programa de rotacao de
produtos o que pode facilitar a implementacao de estratégias de manejo da resisténcia,
uma vez que o restabelecimento da suscetibilidade em populacdes de artrépodes esta
associado ao custo adaptativo dos individuos resistentes na auséncia de pressdo de
selecdo e a imigracdo de individuos suscetiveis. Contudo, uma pressdo de selecdo
continua pode aumentar o valor adaptativo dos resistentes, devido a coadaptacéo
(ROUSH; MCKENZIE, 1987). Os dados de sobrevivéncia das oito populacfes testadas
para flubendiamide para ambas as concentracoes para a safra 2012/13 e 2014/14
apresentaram niveis de sobrevivéncia semelhantes aos das populacdes testadas para
chlorantraniliprole. Vale lembrar que as diamidas assim como qualquer outro inseticida
tem um risco de evolucao de resisténcia no campo, porém se realizado taticas de manejo
da resisténcia, pode-se prolongar a vida atil de novos inseticidas (ROUSH, 1989; ROUSH;
DALY,1990; DALY, 1993; OMOTO, 2001).

Embora experimentos de laboratorio ndo reflitam completamente as condi¢cdes de
campo, 0 monitoramento e selecdo de pragas em laboratorio, como o realizado neste
trabalho, demonstram o potencial de resisténcia da praga num cenario com reduzida
variagcdo ambiental (ZHANG et al.,2000). A frequéncia de resisténcia de S. frugiperda a
diamidas no Brasil ainda é baixa. Dessa forma, para a implementacédo de um programa de
manejo da resisténcia de S. frugiperda a diamidas, deve-se elaborar um método de
bioensaio realizado em condi¢cdes de campo para validar os resultados apresentados pelo
monitoramento em condicbes de laboratério. Os resultados desse estudo sao
encorajadores, especialmente por indicarem que as diamidas tem um forte potencial de
controle para S. frugiperda em um momento em que a maioria dos inseticidas
organofosforados e piretroides estédo restritos ou até mesmo eliminados das opcdes de
controle. Como descrito por CAO et al. (2010), as diamidas também sdo candidatas
adequadas para incorporacdo em programas de MIP pois servem de apoio para utilizacédo
conjunta com plantas que expressam a toxina Bt. Considerando o histérico de resisténcia

de S. frugiperda a inseticidas, a resisténcia a diamidas ndo deve ser ignorada. Gestdes de
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estratégias de controle da resisténcia devem comecar no inicio da vida Gtil de um novo
pesticida e ndo em resposta a um problema percebido (JUTSUM, 1998). Dessa forma,
para controlar S. frugiperda de modo eficaz e prolongar a vida util das diamidas deve-se
aderir o0 uso criterioso deste composto, incluindo orientacdo a agricultores e técnicos com
relacdo a adocdo da rotacdo de inseticidas baseado no seu modo de acdo, tempo de

pulverizacao limitante, doses adequadas, e aplicacdo de técnicas corretas de manejo.

4.3 Estimativa da frequéncia inicial do alelo que confere resisténcia de S. frugiperda
a chlorantraniprole

Na safra 2011/12 foi realizado os testes com “F2 screen” nos estados da Bahia,
Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, e Parana. Para a safra 2012/13 foram
realizados testes com “F2 Screen” nos estados da Bahia, Mato Grosso, Goias, Minas
Gerais e Parana. Na safra 2013/14 foram realizados testes com “F2 Screen” somente
para o estado da Bahia (Tabela 9, Figura 7). Um total de 5.379 (safra 2011/12), 3.258
(safra 2012/2013) e 2.032 (safra 2013/14) lagartas foram amostradas para o teste de “F2
screen”, o que permitiu a formacédo de 953 (safra 2011/12), 651 (safra 2012/13), 175
(safra 2013/14) isolinhas na geracédo P (parental proveniente do campo), respectivamente.
Dessas isolinhas, 325 (safra 2011/12), 280 (safra 2012/2013) e 7 (safra 2013/14) nao
foram obtidas posturas ou foram perdidas durante o manuseio dos adultos. Um total de
346 (safra 2011/12), 371 (safra 2012/13) e 168 (safra 2013/14) isolinhas produziram ovos
na geracao F1 (Tabela 9), as quais foram selecionadas 120 neonatas por isolinha para
chlorantraniliprole com bioensaios de aplicacéo superficial de 30 L da solucéo inseticida
na concentragao discriminatoria de 32 ug de chlorantraniliprole/mL, definida anteriormente
a partir da linha basica de suscetibilidade. Isolinhas derivadas de fémeas e/ou machos
podem concentrar alelos de resisténcia na descendéncia F2 homozigotica que podem ser
distinguidos por concentracdes discriminatérias (ANDOW; ALSTAD 1998).
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Figura 7 - Distribuicdo das populacdes de S. frugiperda usadas no “F2 Screen”
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Tabela 9 - Populacdes de Spodoptera frugiperda e resultado do procedimento e “F2

Screen” nas safras de 2011/12, 2012/13 e 2013/14

L L a b Geragao P Geragédo F;
Cddigo Local Milho Data n Casaf C P° Adulio® CP
Sao TC150 Janeiro
BA27 besidério/BA 7 2012 480 116 97 313 %
Luis Eduardo - Junho
BASL 1 mihaesBA NEOBU o0 500 83 69 447 59
Luis Eduardo o Abril
BA33 1 oaindesa NAOBU 50T 400 101 83 250 68
BA34  Correntina/BA N&o-Bt De;gTSbro 1342 150 95  17.8 92
Luis Eduardo o Fevereiro
BA35 o aindesBA NAOBU 501 490 118 58 123 57
Roda o Fevereiro
BA36 Velhaiga  Nao-Bt 5,00 120 31 15 342 12
BA37  Estrondo/BA  N&o-Bt Fe;’g{i'ro 80 15 7 200 7
PR34  Sabaudia/PR  N&o-Bt Fe;’g;‘;'ro 248 37 20 243 27
PR37  Sabaudia/PR N&o-Bt Maio 2012 474 73 46 347 46
PR38 Campo N&o-Bt Maio 2012 601 46 38 371 38
Mourdo/PR
L ~ Marco
PR44 Cambé/PR  N&o-Bt 000 750 132 96  22.0 84
GO22  Montividiu/GO N&o-Bt '\ggrfzo 550 119 92  27.3 75
GO23 Caiapbnia/GO N&o-Bt Maio 2012 524 124 57 333 56
GO24 Rio Verde/GO N&o-Bt De;gszro 650 145 105 446 102
Sao Gabriel do Marco
MS11 Oectoms | NaoBt L 486 101 52 30,0 52
MS12 Ch%%?fl\;alg do  NZo-Bt Maio2012 150 50 26 364 20
MS13  Dourados/MS N&o-Bt Maio 2012 228 33 27 307 27
MT19 Sinop/MT  N&o-Bt Abril 2012 568 84 50 2572 59
Campo Novo
MT20 dos N&o-Bt Abril 2012 570 87 36 327 31
Parecis/MT
. ~ Marco
MT23 Sorriso/MT ~ N&o-Bt 000 1015 164 111 239 106
MG27 Uberlandia/MG N&o-Bt Fe;’g{%'ro 443 127 77 302 74

2milho amostrado; " nimero de insetos (larvas e pupas); ©nimero de casais formados na geracao

Parental (geracdo proveniente de campo); ¢ C.P, nimero de casais (isolinhas) com postura

média de adultos normais por isolinha na geracdo F; (primeira geragdo em laboratério).

e
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Utilizando o método de “F2 Screen”, populacdes de campo de S. frugiperda
apresentaram uma mudanga significativa na freqiéncia do alelo de resisténcia a
chlorantraniliprole no Brasil entre 2011 e 2014 (Tabelas 10 a 12). Na safra 2011/12, a
frequéncia total de alelos resistentes a chlorantraniliprole (<0,0033) em populacdes de
campo de S. frugiperda no Brasil foi baixa. Ap6s um ano, estudos de monitoramento da
safra 2012/13 mostraram um aumento de 4 vezes na frequéncia total de alelos de
resisténcia (0,0134) em comparagdao com o estimado para as populagdes coletadas em
2011/12. Em 2014 a frequéncia de resisténcia total, em particular para o estado da Bahia
(0,0176) foi 1,4 maior que a estimada para a safra 2011/12.

Para cada estado, foi rastreada uma média de 9.000 lagartas de 3° instar na safra
2011/12 e 8904 lagartas na safra 2012/13 e 16.800 na safra 2013/14 somente para o
estado da Bahia. Na safra 2011/12 em todos os estados aproximadamente 5 isolinhas
obtiveram sobreviventes, no entanto apenas 6 isolinhas do estado da Bahia (9 lagartas
em F2) sobreviveram apos 5 dias de exposi¢cao ao produto. Com base nos dados (Tabela
8), a frequéncia estimada para alelos que conferem resisténcia a chlorantraniliprole na
Bahia foi de 0,0125, com um intervalo de confianca de 95% (IC) entre 0,0051 e 0,0233 na
safra 2011/12. Apos um periodo de um ano a frequéncia do alelo R na safra 2012/13
praticamente triplicou apresentando uma frequéncia de 0,0654 com intervalo de
credibilidade de 95% (IC) entre 0,0387 e 0,0984. Cerca de, 16 isolinhas do estado da
Bahia (x 70 lagartas em F2) sobreviveram apos 5 dias de exposi¢cdo ao inseticida. Apos
um periodo de dois anos a frequéncia do alelo R na safra 2013/14 praticamente se
manteve apresentando uma frequéncia de 0,0508 com intervalo de credibilidade de 95%
(IC) entre 0,0246 - 0,0793. No entanto o numero de individuos resgatados por isolinhas
positivas aumentou (x 100 lagartas em F2) (Tabela 11 e 12). Diante disso, as populacdes
da Bahia para todas as safras testadas obtiveram uma frequéncia de alelos de resisténcia
maior do que qualquer outro estado. Todas as isolinhas positivas para o estado da Bahia
foram reavaliadas por meio de bioensaios de selecdo. J& para o estado do Mato Grosso
nao houve diferencas na frequéncia do alelo R entre as safras. Embora as populacdes do
Mato Grosso apresentem a segunda maior frequéncia para as safras 2011/12 e 2012/13,
elas ndo foram significativamente maiores do que as populacdes de Goias, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais ou Parana (Tabela 11).

A agricultura brasileira tem batido recordes de producdo, podendo em breve,
segundo provisdes oficiais, tornar-se o maior produtor mundial. Recentemente o oeste da

Bahia, devido ao sistema intensivo de cultivo tornou-se uma importante regido de
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producao de milho no Brasil. A frequéncia de resisténcia de S. frugiperda mais alta na
Bahia pode estar relacionada a diversos fatores. Nos Ultimos cinco anos os agricultores
do estado passaram a investir em tecnologia: melhoraram a adubacé&o do solo, investiram
em sistemas de irrigacdo e usaram sementes selecionadas. Além disso, as condicbes
climaticas favoraveis contribuiram para o aumento da producdo de milho do oeste da
Bahia resultando em trés safras de milho por ano no estado, e assim disponibilizando
alimento continuo para o desenvolvimento de pelo menos 3 geracfes de S. frugiperda
durante todo o ano (baseado em experiéncias de desenvolvimento de laboratério)
(BUSATO et al , 2005). Em contrapartida os estados de Goias e Mato Grosso apesar da
semelhanca climatica com a Bahia, seguem um sistema de cultivo diferenciado e
apresentam uma frequéncia de resisténcia mais baixa assim como os estados de Mato do
Sul, Minas Gerais e principalmente no estado do Paranad onde o clima subtropical com
inverno frio gera infestac6es mais baixas, especialmente na estacao principal.

A frequéncia do alelo resistente a chlorantraniliprole em S. frugiperda estimado pelo
método de “F2 Screen” foi baixa para a safra 2011/12. No entanto, aumento significativo
na frequéncia do alelo resistente foi observado nas safras 2012/13 e 2013/14,
principalmente para as popula¢cdes da Bahia e de Goias, indicando alto risco de evolucao
da resisténcia a chlorantraniliprole no Brasil, caso estratégias de manejo da resisténcia

nao sejam implementadas.



Tabela 10 - Frequéncia do alelo resistente a chlorantraniliprole em populagdes de Spodoptera frugiperda no Brasil na safra
2011/12 estimada pelo método de “F2 Screen”

Estado Codigo Isolinhas Testadas Isolinhas Positivas Frequéncia (95% IC)
BA27 93 3 0,0105 (0,0029 - 0,0230)
Bahia BA31 45 3 0,0213 (0,0060 - 0,0463)
Subtotal 138 6 0,0125 (0,0051 - 0,0233)

MT19 25 0 <0,0093 (0 - 0,0341)

Mato Grosso MT20 33 0 <0,0071 (0 - 0,0264)

Subtotal 58 0 <0,0042 (0 - 0,0154)

G022 71 0 <0,0034 (0 - 0,0128)

Goias G023 56 0 <0,0043 (0 - 0,0160)

Subtotal 127 0 <0,0019 (0 - 0,0073)

MS11 49 0 <0,0049 (0 - 0,0182)

MS12 20 0 <0,0114 (0 - 0,0418

Mato Grosso do Sul MS13 26 0 <0,0089 Eo i 0,03303

Subtotal 95 0 <0,0026 (0 - 0,0096)

PR34 26 0 <0,0089 (0 - 0,0330)

, PR37 43 0 <0,0056 (0 - 0,0205

Parana PR38 38 0 <0,0063 Eo i 0,0231;

Subtotal 107 0 <0,0023 (0 - 0,0085)

Total 525 6 <0,0033 (0 - 0,0062)
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Tabela 11 - Frequéncia do alelo resistente a chlorantraniliprole em populaces de Spodoptera frugiperda no Brasil na safra
2012/2013 estimada pelo método de “F2 Screen”

Estado Cdédigo $§;{22:§ Ili?gs“i?icgz Frequéncia (95% CI)
Bahia BA33 63 16 0,0654 (0,0387 - 0,0984)
Mato Grosso MT23 96 3 0,0102 (0,0028 - 0,0222)
Goias G024 73 0 <0,0034 (< 0,0001- 0,0123)
Minas Gerais MG27 65 0 <0,0038 (< 0,0001- 0,0138)
Parana PR44 74 0 <0,0033 (<0,0001 - 0,0122)
Total 371 19 0,0134 (0,0082 - 0,0198)

Tabela 12 - Frequéncia do alelo resistente a chlorantraniliprole em populacdes de Spodoptera frugiperda no Brasil na safra
2013/2014 estimada pelo método de “F2 Screen”

L - Isolinhas Isolinhas a .
Estado Caodigo Testadas Positivas Frequéncia (95% Cl)
BA 34 92 0 <0,0027 (<0,0007 - 0,0098)
Bahia BA 35 57 11 0,0508 (0,0246 - 0,0793)
BA 36 12 0 0,0179 (0,005 - 0,0652)
BA 37 7 0 0,0278 (0,001 - 0,0825)

Total 168 12 0,0176 (0,0084 - 0,0277)
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5 CONSIDERACOES FINAIS

S. frugiperda tornou-se uma das principais pragas em diversas culturas
principalmente para o milho no Brasil e no mundo. Varios inseticidas ndo sdo mais
capazes de controlar essa espécie devido a resisténcia. O presente estudo estabeleceu a
linha basica de suscetibilidade de S. frugiperda a diamidas no Brasil, e estes dados
podem servir como ponto inicial para acompanhar a evolucdo da resisténcia de S.
frugiperda além de proporcionarem subsidios para a gestdo e implementacdo de um
programa de manejo da resisténcia de S. frugiperda no futuro. Além disso, esta foi a
primeira vez que e frequéncia inicial dos alelos que conferem resisténcia de S. frugiperda
a chlorantraniliprole foi estimada. O método de “F2 Screen” foi eficiente para o estudo de
estimativa do alelo resisténcia de S. frugiperda ao inseticida chlorantraniliprole. No
entanto, houve necessidade de algumas adaptacdes do método proposto por Andow et al.
(1998). A primeira modificagcdo refere-se ao processo de amostragem de insetos do
campo. O primeiro trabalho de “F2 Screen” foi realizado com fémeas de O. nubilalis
acasaladas em campo, sendo considerado a principio, 0 método mais eficiente para
adquirir adultos na geracéo Po ( ANDOW et al. , 1998). Contudo, devido ao sucesso da
versdo realizada por HUANG e colaboradores utilizando larvas coletadas em campo
(HUANG ; LEONARD ; ANDOW , 2007a), a facilidade na coleta e a qualidade do material
biologico, o “F2 Screen” do presente estudo foi realizado com isolinhas provenientes de
larvas de S. frugiperda coletadas em campo. A segunda modificacdo, teve como meta
minimizar os custos e o trabalho da selecdo das isolinhas. Para tanto, maximizou-se o
namero de produtos selecionados para cada isolinha (serdo apresentados apenas 0S
dados para chorantraniliprole), e a quantidade de lagartas (5) inoculadas por copo na
geracdo F1 para a realizacdo do “F2 Screen”. A terceira modificacdo diz respeito ao
método de bioensaio. Sabe-se que o “F2 Screen” é um método eficaz e originalmente
desenvolvido para detectar alelos de resisténcia recessivos raros e estimar a sua
frequéncia em populacdes de praga para plantas transgénicas (ANDOW, IVES, 2002).
Uma vez que o procedimento adotado, compreende uma adaptacdo do método “F2
Screen” para a deteccdo da resisténcia a inseticidas, foi necessario também repensar no
método de bioensaio. Os trés principais bioensaios de deteccédo utilizados no método de
“F2 Screen”: (1) triagem diretamente na planta Bt (BOURGUET et al., 2003), (2) tecido
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liofilizado (HUANG; LEONARD; ANDOW, 2007a), e (3) dieta artificial com toxina
incorporada, dieta artificial com aplicacdo superficial (ZHAO et al, 2002; BOURGUET et
al., 2003). Nos experimentos realizados neste trabalho, utilizou-se o bioensaio de ingestéao
com aplicacdo superficial na dieta, pelo fato de ja ser um método bem caracterizado e
consolidado para a deteccéo de resisténcia de S. frugiperda a inseticidas.

A resisténcia de S. frugiperda j& foi detectada para praticamente todos 0s grupos
de pesticidas e para retardar a evolucdo da resisténcia e até mesmo restabelecer a
suscetibilidade dessa praga a diamidas € necessario compreender que o manejo da
resisténcia deve ser administrado de maneira complementar ao MIP e vice-versa. No
presente trabalho, a suscetibilidade a diamidas em populacdes de S. frugiperda testadas
foi alta. No entanto, a presenca de variabilidade genética que confere resisténcia a
inseticidas diamidas foi detectada. Dessa forma, recomenda-se a integracao de diferentes
taticas de controle, portanto os controles cultural, bioloégico e comportamental devem ser
empregados em conjunto e o controle com inseticidas deve ser utilizado apenas quando a
lagarta atingir o nivel de desfolha ou o nivel de controle (CRUZ, 2002). Atualmente
estudos com plantas geneticamente modificadas, que expressam toxinas de Bacillus
thuringiensis Berliner, conhecidas como culturas Bt, recentemente aprovadas e
introduzidas no Brasil, indicam uma nova estratégia para 0 sucesso do manejo da
resisténcia de S. frugiperda a inseticidas, uma vez que com a introducdo de culturas
geneticamente modificadas, o0 uso de inseticidas pode ser reduzido, resultando na
reversao da suscetibilidade da praga a inseticidas.

O sucesso do restabelecimento da suscetibilidade em populagcdes de S. frugiperda
a inseticidas, e em particular a diamidas, depende do empenho em conjunto entre
produtores rurais, agentes de extensao rural, empresas de insumos, e pesquisadores, a
fim de reduzir o nUmero de doses dos inseticidas aplicados, usar inseticidas seletivos, 0s
guais trazem um impacto menor sobre os agentes de controle biolégico, preservar os
inimigos naturais nas areas agricolas, realizar a rotacdo de grupos de pesticidas para que
com auxilio de plantas Bt o Brasil obtenha sucesso no manejo da resisténcia de
Spodoptera frugiperda. Diante disso, € essencial que todos estejam conscientes que 0
emprego de inseticidas quimicos deve ser feito de maneira racional, e que nado cabe

plenamente a eles o sucesso do manejo de pragas.
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6 CONCLUSOES

e A suscetibilidade a diamidas ainda é alta entre as populagcfes de S. frugiperda no

Brasil coletadas na cultura do milho nas safras 2011/12, 2012/13 e 2013/14.

e As concentragcbes diagnosticas de 10 e 32 pg de chlorantraniliprole/mL de agua
[ILA. (ppm)] e 100 e 180 pg de flubendiamide/mL de agua [Il.LA. (ppm)] sé&o

apropriadas para o monitoramento da suscetibilidade de S. frugiperda.

e A frequéncia de alelos que conferem resisténcia a diamidas é baixa.
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