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CUSTO ADAPTATIVO E PERDA DA RESISTENCIA DE Spodoptera frugiperda
(J.E. SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) RESISTENTE AO MILHO BT

RESUMO - A lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), € uma praga chave da cultura do milho. Para o manejo
dessa praga, sdo predominantes as estratégias baseadas no uso de inseticidas
quimicos e/ou o uso de plantas transgénicas de milho, como o evento “MON89034 x
TC1507 x NK603” que expressa as toxinas Cry1A.105, Cry2Ab2 e CrylF derivadas
do microrganismo entomopatogénico Bacillus thuringiensis Berliner. Porém, casos de
populacdes de S. frugiperda resistentes a ambas estratégias de manejo tém sido
descritos. Apesar da selecdo de populacbes de insetos resistentes garantir a
sobrevivéncia dos insetos em ambientes nos quais ha pressdo de selecédo, essa
selecédo € acompanhada de custos adaptativos. Informacdes sobre esses custos tem
sido cada vez mais necessarias para compreensao do processo de sele¢cdo bem como
para auxiliar o delineamento de estratégias de manejo da resisténcia de insetos (MRI).
Por exemplo, o conhecimento dos custos adaptativos pode ser util no MRI por gerar
previsdes como a quantidade de descendentes, ciclo biologico dos insetos e distancia
de voo das populacdes resistentes e suscetiveis ao agente de selecdo. Devido ao
custo adaptativo, muitas vezes a resisténcia pode ser perdida durante a evolugéo de
uma populacéo de insetos resistentes na auséncia do agente de pressao de selecao.
Utilizando plantas de milho Bt e lagartas de S. frugiperda suscetiveis e resistentes a
essas plantas, objetivou-se com o presente trabalho (i) avaliar o desenvolvimento
larval de populacbes de S. frugiperda suscetiveis e resistentes ao milho Bt na
presenca e auséncia do agente de selecao, (ii) avaliar o desenvolvimento larval de
uma populacdo de S. frugiperda resistente ao milho Bt mantida sem pressédo de
selecdo por aproximadamente 20 geragfes. Analises dos resultados de
desenvolvimento larval indicaram custos adaptativos associados as lagartas
resistentes como aumento da taxa de consumo relativo, menor eficiéncia de
conversdo do alimento, maior consumo de alimento e menor ganho de peso em
relagcdo a populagdo suscetivel. A populacdo resistente mantida sem pressdo de
selecdo mostrou-se suscetivel ao milho Bt e com parametros de desenvolvimento
larval similares aos observados nas lagartas suscetiveis. A resisténcia observada na
populacao R €, aparentemente, um fator constitutivo (resisténcia completa), visto que
o desenvolvimento da populagéo R na auséncia do fator de sele¢do (milho ndo Bt) foi
semelhante ao observado na presenca do fator de selecéo.

Palavras-chave: Lagarta do cartucho, manejo da resisténcia de insetos, culturas Bt,
Bacillus thuringiensis
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FITNESS COSTS AND LOSS OF RESISTANCE OF Spodoptera frugiperda (J.E.
SMITH, 1797) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) RESISTANT TO BT MAIZE

ABSTRACT - The fall armyworm, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), is a key pest in maize fields. For the management of this
pest, strategies based on the use of chemical insecticides and/or the use of transgenic
maize are predominant, such as the event “MON89034 x TC1507 x NK603” that
expresses the toxins CrylA.105, Cry2Ab2 and CrylF derived from the
entomopathogenic microorganism Bacillus thuringiensis Berliner. However, cases of
S. frugiperda populations resistant to both pest management strategies have been
described. Although the selection of resistant insect populations ensures the survival
of insects in environments where there is selection pressure, the resistance is
accompanied by fitness costs. Information on these costs has been highlighted for the
comprehension of the selection process and to help the design of strategies for insect
resistance management (IRM). For example, knowledge of fithess costs can assist
IRM in the prediction of the size of the offspring of the pest, in the definition of periods
of pest emergence, as well as in the prediction of pest dispersion in resistant and
susceptible populations. Due to fithess costs, resistance can often be lost during the
evolution of a population of resistant insects in the absence of selection pressure.
Using Bt maize susceptible or Bt maize resistant S. frugiperda larvae, our objectives
were (i) to evaluate the development of S. frugiperda larvae susceptible or resistant to
Bt maize in the presence and absence of the selection agent, (ii) to evaluate the larval
development of a population of S. frugiperda resistant to Bt maize that was maintained
without selection pressure for approximately 20 generations. Analysis of larval
development indicated fithess costs for resistant larvae, given by an increase in the
relative consumption rate, less efficiency of food conversion, greater food consumption
and less weight gain when compared with the susceptible population. The resistant
population maintained without selection pressure was susceptible to Bt maize and
results for larval development in this population were similar to those observed in
susceptible larvae. The resistance to Bt maize is apparently a constitutive factor
(complete resistance), since the development of R populations in the absence of the
selection factor (fed with non-Bt maize) was similar to that observed in the presence of
the selection factor.

Keywords: fall armyworm, insect resistance management, Bt crops, Bacillus
thuringiensis



1. INTRODUCAO

A lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), é uma espécie polifaga que utiliza plantas hospedeiras de diferentes
familias como fonte de alimento (Montezano et al., 2018). Na agricultura, S. frugiperda
€ considerada a principal praga da cultura milho e também tem sido responsavel por
elevadas perdas econdmicas em cultivos de soja e algodao (Blanco et al., 2016;
Fatoretto et al., 2017).

Para utilizacdo de diferentes hospedeiros como fonte de alimento, lagartas de
S. frugiperda possuem uma ampla versatilidade fenotipica. Consequentemente,
lagartas de S. frugiperda podem utilizar fontes de alimento que contém inibidores de
proteases (Paulillo et al., 2000; Oliveira et al., 2013) ou outros compostos secundarios
(Simon e Ing, 1984; Gouin et al., 2017) que muitas vezes impedem o desenvolvimento
de outras espécies de lepiddpteros ndo especializados. Além disso, populacdes com
caracteristicas proprias como as ragas Arroz e Milho de S. frugiperda podem ser
selecionadas em funcao do alimento utilizado (Gouin et al., 2017; Silva-Brandao et al.,
2017).

Na cultura do milho, lagartas de S. frugiperda causam prejuizos significativos
em funcdo do corte de plantas jovens e consumo das folhas, cartucho e espiga
(Fatoretto et al., 2017; Huang, 2020; Cruz, 2004). Além da definicdo de populacbes
em funcéo do alimento, o manejo de altas infestacdes de S. frugiperda em campo por
meio de aplicacbes frequentes de inseticidas quimicos também atua de forma a
selecionar individuos para formacéo de populacdes resistentes (Carvalho et al., 2013;
Nascimento et al., 2015; Okuma et al., 2018).

Apos a liberagédo comercial do milho transgénico com atividade inseticida sobre
S. frugiperda em 2007 (CTNBIO, 2020), a adocdo dessa tatica de manejo nos dias
atuais é de aproximadamente 93% (ISAAA, 2018). As plantas transgénicas com
atividade inseticida comercialmente disponiveis no Brasil sdo geneticamente
modificadas para produzirem proteinas inseticidas Cry e Vip derivadas do
microrganismo entomopatogénico Bacillus thuringiensis Berliner (CTNBIO, 2020) e

sao comumente conhecidas como plantas Bt.



Apés serem ingeridas, as proteinas Cry e Vip expressas nas plantas Bt
interagem com o sistema digestivo de insetos suscetiveis. De maneira simplificada,
uma ativacdo das proteinas Cry expressas nas plantas Bt ocorre por meio de
proteases digestivas no limen do trato digestivo. Em seguida, a toxina ativada
atravessa a membrana peritréfica dos insetos e interage com proteinas especificas
presentes na membrana das células do epitélio do intestino médio (aminopeptidases,
fosfatases alcalinas, caderinas e proteinas transportadoras do tipo ABC) (Jurat-
Fuentes e Crickmore, 2017).

Visto que as plantas Bt expressam continuamente as proteinas inseticidas, a
continua exposicao dos insetos alvos ao agente de controle tem resultado na selecéo
de individuos de S. frugiperda resistentes a determinados eventos de milho Bt (Storer
et al., 2012; Farias et al., 2014; Omoto et al., 2016; Huang, 2020).

Muitas vezes, o0 custo adaptativo associado com o fenétipo de resisténcia em
insetos pode ser um entrave para o estabelecimento de populacdes resistentes. A
intensidade desse custo € dada pela composi¢do genética do organismo sob pressao
bem como pelo ambiente e pode definir a sobrevivéncia e estabelecimento de
populacdes de insetos resistentes (Carriere e Tabashinik, 2001; Carriére et al., 2010).
Desse modo, a evolugédo da resisténcia pode ser influenciada pela intensidade dos
custos adaptativos associados as populacdes de insetos pragas (Tabashnik et al.,
2005).

No caso de populagdes de S. frugiperda resistentes ao milho Bt, o custo
adaptativo observado nas populacdes resistentes tem sido ausente ou nao limitante
para o estabelecimento da populacao resistente (Jakka et al., 2014; Bernardi et al
2015; Santos-Amaya et al., 2016a; Sousa et al., 2016). Essa condi¢ao tem favorecido
o estabelecimento de populagdes de S. frugiperda resistentes a toxinas Bt em campo
(Storer et al., 2012; Farias et al., 2014; Omoto et al., 2016; Huang 2020).

Para o manejo da resisténcia de insetos (MRI) a taticas de controle, diversas
estratégias podem ser tomadas. Por exemplo, a retirada de um fator de pressédo de
selecdo seguida da utilizacdo de outro principio ativo € uma forma de manejar 0s
niveis populacionais de um inseto praga evitando o desenvolvimento de populactes
de insetos resistentes. No caso de plantas transgénicas, a retirada do fator de pressao

de selecdo nao €é possivel, visto que as proteinas inseticidas das plantas comerciais



atualmente disponiveis sdo expressas constitutivamente e a escolha do principio ativo
ocorre na compra da semente.

No presente estudo, foi investigado se uma populacdo de S. frugiperda
resistente ao milho Bt (MON89034 x TC1507 x NK603) apresentava custo adaptativo
durante a fase larval em relacdo a uma populacéo suscetivel. Também foi investigado
se as caracteristicas de resisténcia seriam conservadas na populacdo resistente
mantida sem o fator de sele¢céo por aproximadamente 20 geracdes. Finalmente, foi
investigado se os custos adaptativos eram mantidos quando as lagartas resistentes
foram alimentadas com milho ndo Bt. Os resultados obtidos foram discutidos
considerando o modo de acdo das proteinas Cry e as acdes para manejo da

resisténcia de insetos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lagarta do cartucho do milho: prejuizos e formas de controle

A lagarta do cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae), € um dos principais insetos pragas de diversas culturas agricolas no
Brasil, principalmente no milho (Zea mays) e algodao (Gossypium hirtusum) (Barros,
2010). Na cultura do milho, é considerada o inseto praga mais importante no Brasil e
€ responsavel por uma reducdo média de 36% do estande e até 52% de reducao de
produtividade (Carvalho, 1970; Silva et al., 2012; Valicente, 2015).

Caracteristicas bioldgicas como a polifagia, a elevada capacidade reprodutiva,
a facilidade de disperséo dos adultos, bem como o elevado numero de geracdes por
ano garantem o sucesso da lagarta do cartucho em alcancar altas taxas de infestacao
nas culturas nas quais € capaz de se desenvolver (Horikoshi et al., 2016).

Durante os primeiros instares, as lagartas se alimentam por raspagem das
folhas de forma que o limbo foliar ndo é rompido. A medida que se desenvolvem,
adentram no cartucho da planta de milho e se alimentam dessa regiédo da planta. Com
a alimentacdo da lagarta do cartucho, sdo observadas folhas raspadas e perfuradas
com consequente reducdo da area foliar das plantas bem como cartucho e espigas
danificadas (Valicente, 2015; Vassalo, 2019).

A importancia da lagarta do cartucho se deve ndo so a intensidade das injarias
provocadas nas plantas e aos danos provocados a produtividade, mas também a
dificuldade para o manejo da praga (Santos et al., 2004). Historicamente, o método
mais difundido de controle de S. frugiperda é a utilizacéo de inseticidas quimicos, que
passaram a ser fundamentais para o sucesso da cultura do milho (Carvalho et al.,
2013). Devido as altas infestacOes de S. frugiperda e os danos relacionados ao seu
ataque, produtores de milho podem recorrer a aplicagdes de inseticidas quimicos nas
lavouras (Carvalho et al., 2013).

Apesar de um relativo sucesso para o0 controle de insetos, a aplicacdo de
inseticidas quimicos gera efeitos colaterais indesejados como a contaminagdo do
homem e do meio ambiente bem como a selecéo de insetos resistentes a moléculas
inseticidas (Carvalho, 2017). A utilizacdo inadequada e mal planejada de inseticidas

quimicos na cultura do milho, tem contribuido para o desenvolvimento de populacées



de S. frugiperda resistentes a moléculas amplamente utilizadas, como
organofosforados, carbamatos, piretroides,benzoilureias e diamidas (Carvalho et al.,
2013; Boaventura et al., 2019; Wang et al., 2019).

Como alternativa ao uso de inseticidas quimicos, hibridos comerciais de milho
transgénico com resisténcia a S. frugiperda e outros lepidopteros pragas estédo
disponiveis no mercado desde 2008. Esses hibridos comerciais tém sido
desenvolvidos para expressao isolada ou combinada de diferentes toxinas (proteinas
Cry, do inglés crystal, e Vip, do inglés vegetative insecticidal protein) derivadas de
Bacillus thuringiensis Berliner e sdo conhecidos como plantas Bt.

Os materiais de milho transgénico com atividade inseticida (milho Bt)
apresentam nos dias atuais espectro limitado para o controle de lepidépteros imaturos
como a lagarta do cartucho, S. frugiperda, a lagarta da espiga, Helicoverpa zea
(Boddie, 1850) (Lepidoptera: Noctuidae), e a broca do colmo, Diatraea saccharalis
(Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae), e também para o coledptero Diabrotica
speciosa Germar, 1824 (Coleoptera: Chrysomelidae), popularmente conhecido como
larva alfinete ou besouro brasileirinho.

Atualmente, observam-se aprovados para comercializacdo no Brasil eventos
de milho Bt que expressam até 4 proteinas inseticidas ativas sobre lepidopteros
imaturos (Tecnologia PowerCore Ultra - CrylF, Cry1A.105, Cry2Ab2, Vip3Aa20) e o
evento "MON87427 x MON89034 x MIR162 x MON87411" que, além da expressao
de 3 proteinas toxicas para o controle de lepiddpteros (CrylA.105, Cry2Ab2 e
Vip3Aa20), expressa 1 proteina toxica (Cry3Bbl) e 1 tipo de dsRNA (dvsnf7) para
controle de coleopteros (CIB, 2019).

Apesar do desenvolvimento das plantas Bt, sabe-se que a selecéo de lagartas
de S. frugiperda resistentes a proteinas inseticidas € uma realidade. O
desenvolvimento de populagdes de insetos resistentes é dado pela forte presséo de
selecdo exercida pela expressdo continua dessas toxinas nas plantas Bt (Gould,
1998). No Brasil, o sistema de cultivo realizado em algumas regides do pais também
agrava o quadro de pressao de selecdo, como é o caso de regides nas quais ocorre
a "ponte verde".

Ponte verde é a sucessdo de culturas como soja, milho ou algodao, todas

hospedeiras de S. frugiperda, em uma mesma area ao longo dos anos agricolas



(Fatoretto et al., 2017). Nesse cenario, ocorre a manutencdo de lagartas de S.
frugiperda alimentando-se ativamente em campo de culturas Bt que muitas vezes
compartilham as mesmas proteinas inseticidas. A evolucédo da resisténcia € um dos
principais fatores limitantes para a continuidade do uso das plantas Bt, embora seja
um fator que pode ser minimizado com aplicacdo de taticas para o Manejo da
Resisténcia de Insetos (MRI) (Farias et al., 2016).

2.2. Manejo da resisténcia de insetos a taticas de controle

O principal desafio para a durabilidade e sustentabilidade das plantas Bt tem
sido a evolucéo da resisténcia em populacdes de insetos pragas. A resisténcia é uma
tendéncia natural dos processos evolutivos (Bernardi et al., 2016). Apds uma continua
pressao de selecdo realizada por plantas Bt, individuos de composicdo genética e,
consequentemente, fenotipica adequadas conferidas por fatores genéticos podem vir
a sobreviver. Ao longo dos anos e das geracoes desses individuos favorecidos, esses
podem constituir uma numerosa populagéo resistente as plantas Bt (Bernardi et al.,
2016).

Desse modo, a resisténcia de insetos a plantas Bt pode ser definida como a
capacidade de uma praga a sobreviver e produzir descendentes viaveis ao se
alimentar somente de plantas Bt (Andow e Alstad, 2008). A falta de adoc¢éao de taticas
de MRI é um dos principais riscos ambientais associados a utilizacdo continua de
plantas Bt (Storer et al., 2012). O MRI traz um conjunto de procedimentos efetivos e
completos aplicados em campo no intuito de prevenir, retardar, detectar e minimizar o
namero de casos ou evolucdo da resisténcia de insetos as toxinas presentes nas
plantas Bt empregadas para seu controle (Roush, 1997; Machado e Fiuzza, 2011).

Em sintese, o objetivo principal das estratégias de MRI € prevenir ou atrasar as
“falhas” que ocorrem em campo (Andow e Alstad, 2008). A estratégia mais
recomendada e eficiente para retardar a selecéo de insetos resistentes nas culturas
transgénicas capazes de produzir proteinas Bt é a utilizacdo de expressao de alta
dose de proteinas inseticidas isoladas ou piramidadas aliada a utilizacé&o de areas de
refugio. A alta dose em plantas Bt resulta no controle de organismos heterozigotos e
as areas de refugio sdo areas cultivadas com material ndo Bt a fim de permitir o

acasalamento entre individuos resistentes provenientes das culturas Bt com



individuos suscetiveis das areas de reflgio para obtencéo de individuos heterozigotos
suscetiveis ou parcialmente suscetiveis as plantas que expressam alta dose (Carriere
et al., 2010; Farias et al., 2016).

A utilizacao de plantas que expressam alta dose associada a implementagao
de areas de refagio tem sido considerada uma estratégia eficiente para retardar a
evolucao da resisténcia da praga alvo (Bernardi et al., 2011). No entanto, uma proteina
pode ter atividade de alta dose para um determinado inseto praga e atividade
moderada para outro. Este fato ndo desqualifica 0 MRI da praga, uma vez que a acao
da toxina pode auxiliar na acdo de outros fatores, como a predacao natural e fatores
ambientais (Martinelli e Omoto, 2005).

A ndo implantacdo da estratégia de alta dose/refagio pode implicar na evolucao
da resisténcia em populacdes de insetos pragas em cultivos Bt (Huang et al., 2011),
sendo a falta de adocéo do refagio um dos principais fatores (Kruger et al., 2012).
Para ser efetivo, o reflgio precisa ter a area e localizacdo adequadas para fornecer
individuos suscetiveis para o acasalamento com 0s insetos resistentes advindos da
cultura Bt (Farias et al., 2016). No entanto, apenas 8% dos produtores de milho de
sete estados avaliados no Brasil adotam areas de refugio adequadamente (Machado
e Fiuzza, 2016), o que justifica a ocorréncia cada vez mais frequente de relatos de
populacdes de S. frugiperda resistentes as toxinas Cry no Pais.

A piramidacgéo de genes pode ser também considerada uma estratégia eficiente
quando utilizada em conjunto com alta dose/refugio. Devido ao fato da planta
expressar duas ou mais proteinas inseticidas, o potencial de controle das plantas
piramidadas € aumentado em relacdo aos materiais que expressam uma Unica
proteina (Carriere et al., 2015). Casos de resisténcia de S. frugiperda no Brasil a
materiais transgénicos nao piramidados contendo CrylF (Farias et al., 2014) e Cry1Ab
(Omoto et al., 2016) foram diagnosticados ap0s apenas trés anos de utilizagdo da
tecnologia em campo (Fatoretto et al., 2017).

O diferencial da piramidacdo de genes esta na evolucdo mais lenta da
resisténcia em relacdo as plantas que expressam uma Unica proteina, uma vez que
0s insetos resistentes a uma determinada toxina podem ser controlados pela acdo de
outra presente no mesmo material (Huang, 2011). No entanto, tal estratégia pode ser

considerada eficiente quando as proteinas expressas pela planta apresentarem



modos de acédo distintos, ou seja, se 0s sitios de ligacdo das toxinas néo forem os
mesmos e Sse 0 inseto praga ndo apresentar resisténcia cruzada as proteinas
piramidadas (Tabashnik et al., 2009).

Para que as estratégias de refugio e alta dose tenham sucesso no MRI, alguns
requisitos sdo desejaveis: i) heranca recessiva e monogénica; ii) baixa frequéncia
inicial de alelos de resisténcia (Bernardi et al., 2015); iii) presenca de reflgio com
plantas ndo Bt em area suficiente e adjacentes a cultura Bt de forma a existir
individuos suscetiveis em abundancia para acasalamento aleatério (Gould, 1998); iv)

presenca de custos adaptativos associados a resisténcia dos insetos.

2.3. Custos adaptativos associados aresisténciade insetos ataticas de controle

A adogao de plantas Bt vem aumentando cada vez mais (ISAAA, 2018). Tal
estratégia de manejo de pragas apresenta controle eficiente de populacdes de insetos
pragas com nenhum ou quase nenhum dano aos seres humanos e insetos nao alvo e
implica na reducdo na aplicacdo de inseticidas convencionais com consequentes
beneficios econdmicos (Acharya et al., 2017). No entanto, esses beneficios podem
ser suprimidos a medida que populacfes de insetos pragas resistentes as plantas Bt
sao selecionadas (Gassman et al., 2009).

Devido a forte pressdo de selecdo imposta pela utilizacdo desmedida das
culturas Bt, a evolucdo da resisténcia passa a ser um dos maiores desafios para o
manejo integrado de insetos pragas (Tabashnik et al., 2013). Nos ultimos anos, a
resisténcia de insetos as plantas Bt foi reportada em diversas espécies para toxinas
Bt recomendadas para o manejo de lepidopteros pragas (Acharya et al., 2017)
principalmente em populacdes de S. frugiperda (Storer et al., 2010; Farias et al., 2014,
Bernardi et al., 2015). Os fatores que podem influenciar essa resisténcia incluem a
heranca da resisténcia, a frequéncia inicial dos alelos de resisténcia, comportamento,
interacdes multitroficas, estratégias de manejo de pragas, dindmica das populagfes e
custos adaptativos reduzidos (Carriere et al., 2004; Gould, 1998; Onstad, 2008;
Tabashnik et al., 2008).

Custo adaptativo pode ser definido como uma penalidade ecolégica ou
biolégica que os organismos portadores de alelos de resisténcia carregam. A

intensidade do custo adaptativo é influenciada pelas caracteristicas genéticas do



inseto e o efeito ambiental sobre o mesmo (Carriére et al.,, 2010). Considerando a
adocao das estratégias de alta dose/reflugio, o custo tem maior impacto sobre os
individuos resistentes (rr), sendo os resistentes menos aptos ao ambiente na auséncia
da pressao de selecdo em relacdo aos individuos suscetiveis (ss) (Fatoretto, 2017).

Como o intuito do refugio € fornecer individuos suscetiveis para o acasalamento
com os individuos resistentes, qualquer sobrevivéncia de homozigotos dominantes
pode aumentar consideravelmente o risco de evolucdo da resisténcia (Carriere e
Tabashnik, 2001). Portanto, a durabilidade da tecnologia Bt pode ser maior quando a
caracteristica de resisténcia estiver associada a um alto custo energético, ser
recessiva e haver refugio em abundancia disponivel em campo, mesmo que a
frequéncia inicial dos alelos de resisténcia seja alta (Carriere e Tabashnik, 2001).

No caso de frequéncia inicial baixa dos alelos resistentes (r) e individuos
heterozigotos (rs) a evolugcdo da resisténcia é governada pela diferenca de custos
adaptativos entre o0s individuos suscetiveis (ss) e heterozigotos (rs) quando
alimentados em areas de reflgio, ou seja, sem pressao de selecao (Fatoretto, 2017).
Para populacbes de S. frugiperda resistentes a algumas proteinas Cry, estudos
mostram que o custo adaptativo para conferir a resisténcia é reduzido ou nulo, quando
lagartas resistentes sédo alimentadas de milho ndo Bt ou de outras plantas hospedeiras
(Jakka et al., 2014; Santos-Amaya et al., 2016b), limitando assim a efetividade do
reflgio para o manejo de resisténcia de insetos pragas (Fatoretto, 2017).

A existéncia de custos adaptativos € normalmente avaliada pela comparacao
entre caracteristicas de desenvolvimento, como sobrevivéncia, duracdo de estagios
larvais ou adulto, peso de larvas e parametros de fertilidade entre as populacdes
resistentes e suscetiveis. Além dos parametros biologicos, o custo pode também ser
avaliado pelo monitoramento da estabilidade da resisténcia na auséncia de pressao
de selecdo (Jakka et al., 2014). De acordo com Gassman (2009), em 77 estudos,
envolvendo 18 espécies de insetos, 62% detectaram custos adaptativos associados
ao desenvolvimento, 15,5% na sobrevivéncia, 7,4% em tempo de desenvolvimento e
2,5% no peso dos insetos.

Embora a maioria dos custos fossem associados ao carater recessivo da resisténcia,
o carater ndo recessivo pode selecionar ainda mais individuos resistentes. No entanto,

apesar de muitos dados referentes aos custos associados a resisténcia de insetos
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pragas as proteinas Cry individualmente, ainda faltam pesquisas a respeito do custo
adaptativo associado a evolucao da resisténcia as proteinas piramidadas nas culturas

em campo (Jakka et al., 2014).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Insetos

Foram utilizadas 3 populacdes de S. frugiperda com diferentes interagcdes com
plantas de milho Bt (30A37PW; MON89034 x TC1507 x NK603; com expressao das
proteinas inseticidas Cry1A.105, CrylF e Cry2Ab2). A populacdo suscetivel (S) foi
obtida no Laboratorio de Ecologia Aplicada (ApEcoLab) da Universidade Estadual
Paulista (Unesp), Jaboticabal-SP de responsabilidade do Professor Doutor Odair A.
Fernandes. A populacao S é proveniente de uma criacdo mantida em laboratorio sem
exposicao a inseticidas ou plantas transgénicas por, pelo menos, 15 anos.

A populacao resistente (R) foi obtida no Grupo de Pesquisa em Resisténcia de
Insetos (G-PRI) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), sob
responsabilidade do Professor Doutor Oderlei Bernardi e corresponde a linhagem
P.R., geracao F29, resistente ao milho Bt. Esta populac&o foi mantida sob pressao de
selecéo utilizando milho Bt (PowerCore) como recurso alimentar a cada, pelo menos,
duas geracdes desde a F1. A populacdo R utilizada no presente experimento (F30)
veio de uma criacdo em que a pressao de selecao vinha sendo aplicada nas ultimas
sete geracdes consecutivas (F22-F29).

A populagéo resistente sem exposicdo a pressao de selecdo (RP°) foi derivada
da populacédo R e foi mantida sem pressao de selecdo por aproximadamente 20
geracbes. Essa populacdo foi verificada como suscetivel ao milho Bt pois a
mortalidade observada foi superior a 85% quando as lagartas foram alimentadas com
folhas do milho Bt.

3.2. Bioensaios

As sementes de milho Bt e de um hibrido ndo Bt (isolinha 30A37RR) foram
cedidas pela Corteva Agriscience. Foram semeadas 3 linhas de 15 m com 6 plantas/m
espacadas 90 cm entre si em campo experimental. Duas linhas sem semeadura foram
deixadas entre o milho Bt e ndo Bt, a fim de reduzir a disperséo de lagartas de instares

mais avanc¢ados, advindas de milho convencional, para se alimentarem de milho Bt.
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Folhas +3 de milho em estadio V7-V9 foram utilizadas para alimentacéo das lagartas.
Para isso, as folhas de milho foram destacadas das plantas e levadas para laboratério.

No laboratério, as folhas foram limpas por imersdo em solugédo de hipoclorito
de sddio (0,075%) por 30 seg seguida de trés lavagens em agua deionizada. As folhas
foram enxugadas superficialmente, cortadas em discos (2 cm de diametro) e
colocadas em placas de cultivo de células (12 pocos de 2 cm de diametro x 2 cm de
altura) que continham 1 mL de 4gar-agua 1% solidificado na base e um disco de papel
entre a folha e o agar. Trés lagartas de S. frugiperda em primeiro instar foram
colocadas em cada poco. As folhas foram trocadas diariamente de forma a néo faltar
alimento as lagartas.

Apbs sete (7) dias do inicio da alimentacdo, as lagartas apresentaram peso
suficiente para pesagens individuais em balanca analitica. As lagartas foram
transferidas individualmente para recipientes plasticos (7 cm de diametro x 3 cm de
altura) previamente esterilizados por imersdo em solucéo de hipoclorito de sodio 1%,
secos e mantidos em camara de fluxo com luz ultravioleta durante 2 horas. Em
seguida, 15 mL de solucdo de &gar-dgua 1% foram transferidos os recipientes
plasticos. Apés solidificacdo, o agar foi coberto com discos de papel filtro cortados no
mesmo diametro dos recipientes plasticos e discos foliares (3,5 cm de diametro) de

milho Bt ou ndo Bt foram colocados sobre o disco de papel.

3.3. Andlise do desenvolvimento das lagartas alimentadas com milho Bt e milho

nao Bt

As andlises do desenvolvimento das lagartas suscetiveis (S e RPS) foram
realizadas unicamente em milho ndo Bt, uma vez que foram observadas mortalidades
de 100% e 85% dos individuos das populacdes S e RS, respectivamente, ao se
alimentarem do milho Bt. O desenvolvimento da populacéo resistente R foi avaliado
tanto em milho ndo Bt como em milho Bt.

A partir dos sete (7) dias apos inicio da alimentacgdo, as avaliagbes diarias de
peso de alimento fornecido e alimento consumido bem como o peso das lagartas
foram iniciadas. A perda de umidade das folhas foi quantificada pela manutencao da

mesma quantidade de folhas fornecidas as lagartas nas mesmas condicbes dos
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tratamentos, porém sem as lagartas (Parra, 1991). Foram instalados cinco (5) grupos
de 10 lagartas para as populagcbes S e RPS e seis (6) grupos de 12 lagartas
individualizadas da populagéo R. As observagdes foram realizadas para obtengao dos

seguintes parametros:

T: Duracao do periodo de alimentacéo (dias);

AF: Peso do alimento fornecido ao inseto (g);

AR: Peso da sobra do alimento fornecido ao inseto (g);
B: Ganho de peso pelas lagartas (g);

PM: Peso médio das lagartas (Q);

I: Peso do alimento ingerido (Q);

Os parametros indicados acima foram utilizados para determinacdo dos
seguintes indices nutricionais (Waldbauer, 1968; Scriber e Slansky Jr., 1981) das
populacées de S. frugiperda suscetiveis e resistentes alimentadas com milho ndo Bt
ou milho Bt:

Taxa de consumo relativo (g/g/dia): RCR =1/ (PM x T);

Eficiéncia de converséo do alimento ingerido (%): ECI =B /| x 100;

3.4. Andlises Estatisticas

As médias de peso larval maximo (mg), peso médio durante o desenvolvimento
larval (mg), ganho de peso (mg), consumo de alimento (mg), taxa de consumo relativa
(RCR, mg/mg/dia), eficiéncia de conversédo do alimento ingerido (ECI, %) e periodo
larval (dias) foram calculadas considerando uma lagarta como repeticdo. As médias
de mortalidade foram calculadas sobre os grupos pré-determinados de 10-12 lagartas
por repeticao.

A distribuicdo normal dos dados foi verificada pelo teste de Cramer-von Mises
(p<0,05) e a homocesdascidade dos dados pelo teste de Bartlett (p<0,05) (ganho
maximo de peso, mortalidade larval, periodo larval e peso de pupas) ou BoxCox

(p<0,05) (consumo, ECI e RCR). Para ajuste a homocesdacidade e normalidade, os
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dados de consumo, ECI e RCR foram transformados, respectivamente, por y 919, y03
e y %15, Apds verificacdo e adequacdo aos requisitos, os dados foram submetidos a
andlises de variancia (ANOVA) e, em caso de significancia (p<0,05), foram realizados
testes de Tukey (p<0,05) para comparacdo das médias obtidas de cada parametro
dos diferentes tratamentos. Os dados originais foram apresentados. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa R (R Core Team, 2019).

Uma analise de componentes principais (PCA) foi realizada considerando as
variaveis ECI, RCR, consumo de alimento, periodo larval, peso larval maximo e peso
de pupas na plataforma MetaboAnalyst 4.0 (Chong et al., 2019). Os dados para PCA
foram submetidos a normalizacdo pela mediana, transformacgao por log x e “Pareto

Scaling”.
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4. RESULTADOS

O ganho méximo de peso larval (diferenca entre peso maximo e peso inicial)
das diferentes populacdes de S. frugiperda alimentadas com milho Bt ou milho ndo Bt
foi diferente nas condigbes avaliadas (ANOVA, F3,188=15,18; p<0,001). As populacdes
suscetiveis ao milho Bt (S e R'PS) alimentadas com milho ndo Bt apresentaram ganho
méaximo de peso larval superior a populacao resistente (R) alimentada com milho Bt.
Quando a populacéo R foi alimentada com milho ndo Bt, o ganho méaximo de peso

larval foi similar ao observado na populacdo RS (Figura 1).
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Figura 1. Ganho maximo de peso larval (mg) em populacdes de Spodoptera
frugiperda suscetiveis ou resistentes a plantas de milho Bt alimentadas com
folhas de milho ndo Bt e milho Bt. S: populacdo suscetivel ao milho Bt. R:
populacgéo resistente ao milho Bt. R™PS: populacdo derivada da R mantida
sem pressdo de selecdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa
entre as médias de acordo com teste de Tukey (p<0,05).

O consumo de alimento entre as populacdes foi diferente (ANOVA,
F3,188=61,84; p<0,001). A populagcéo R apresentou um consumo de alimento maior ao
se alimentar tanto de milho ndo Bt como de milho Bt em relagdo ao consumo

observado nas populacdes S e RS (Figura 2)
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Figura 2. Consumo de alimento (g) em populacbes de Spodoptera frugiperda
suscetiveis ou resistentes a plantas de milho Bt alimentadas com folhas de
milho ndo Bt e milho Bt. S: populag&o suscetivel ao milho Bt. R: populacdo
resistente ao milho Bt. R"”S: populacéo derivada da R mantida sem presséo
de selecdo. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as médias
de acordo com teste de Tukey (p<0,05).

A taxa de consumo relativo (RCR) diferiu entre as populagdes (ANOVA,
F3,186=307,38, p<0,001). A populacédo R alimentada com milho Bt apresentou a maior
RCR, seguida da populacao R alimentada com milho ndo Bt, populacéo S e populagéo

RPS.
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Figura 3. Taxa de consumo relativo (RCR) (mg/mg/dia) em populacdes de Spodoptera
frugiperda suscetiveis ou resistentes a plantas de milho Bt alimentadas com
folhas de milho ndo Bt e milho Bt. S: populacdo suscetivel ao milho Bt. R:
populacéo resistente ao milho Bt. R™S: populagdo derivada da R mantida
sem pressdo de selecdo. Letras diferentes indicam diferenga significativa
entre as médias de acordo com teste de Tukey (p<0,05).

A eficiéncia de conversao do alimento ingerido (ECI) diferiu entre as populacbes

(ANOVA, F3188=155,9, p<0,001). A menor ECI foi observada para populacdo R
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alimentada com milho Bt, seguida da populacdo R alimentada com milho ndo Bt,

populacdo RS e populacéo S.
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Figura 4. Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI) (%) em populacdes de
Spodoptera frugiperda suscetiveis ou resistentes a plantas de milho Bt
alimentadas com folhas de milho ndo Bt e milho Bt. S: populagéo suscetivel
ao milho Bt. R: populagéo resistente ao milho Bt. R"PS: populagdo derivada
da R mantida sem pressédo de selecao. Letras diferentes indicam diferenca
significativa entre as médias de acordo com teste de Tukey (p<0,05).

O periodo larval diferiu entre as populacdes (ANOVA, F3190=55,96, p<0,001).
O menor periodo larval foi observado para populacdo R alimentada com milho Bt,
periodo intermediario para a populacdo R alimentada com milho ndo Bt e populacao

RS e periodo larval mais longo para a populagéo S.
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Figura 5. Periodo larval (dias) de populacdes de Spodoptera frugiperda suscetiveis
ou resistentes a plantas de milho Bt alimentadas com folhas de milho ndo Bt
e milho Bt. S: populagéo suscetivel ao milho Bt. R: populagéo resistente ao
milho Bt. R""S: populacédo derivada da R mantida sem presséo de selecéo.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as médias de acordo
com teste de Tukey (p<0,05).

A mortalidade larval ndo diferiu entre as populagcdes (ANOVA, Fz18=1,89,
p=0,168).
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Figura 6. Mortalidade larval (%) de populacdes de Spodoptera frugiperda suscetiveis
ou resistentes a plantas de milho Bt alimentadas com folhas de milho ndo Bt
e milho Bt. S: populagéo suscetivel ao milho Bt. R: populacéo resistente ao
milho Bt. R"S: populacéo derivada da R mantida sem presséo de selecgéo.
ns = sem diferenca significativa entre as médias de acordo com ANOVA
(p>0,05).

O peso de pupas diferiu entre as populacées (ANOVA, F3,101=58,59, p<0,001).
A populacdo R alimentada com milho Bt ou milho ndo Bt apresentou o menor peso
pupal, seguida da populacdo RPS e, finalmente, da populacdo S que apresentou o

maior peso de pupas (Figura 7).
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Figura 7. Peso de pupas (mg) de populacdes de Spodoptera frugiperda suscetiveis
ou resistentes a plantas de milho Bt alimentadas com folhas de milho néo Bt
e milho Bt. S: populagéo suscetivel ao milho Bt. R: populag&o resistente ao
milho Bt. R"”S: populagdo derivada da R mantida sem presséo de selecéo.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as médias de acordo
com teste de Tukey (p<0,05).

O componente principal 1 (PC1, 85,3%) da analise de PCA indicou a
diferenciacéo da populacdo R alimentada com milho Bt e milho ndo Bt das demais

populagdes S e RPS, Esse agrupamento indica a distingdo entre as populacées Se R
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PS da populacdo R ao serem considerados atributos do desenvolvimento larval das

populacdes de S. frugiperda (Figura 8).
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Figura 8. Andlise de componentes principais (PCA) considerando atributos do
desenvolvimento larval de duas populacbes de Spodoptera frugiperda
suscetiveis (S e R'PS) ao milho Bt alimentadas com milho nédo Bt e de uma
populacao resistente (R) ao milho Bt alimentada com milho Bt ou milho nédo
Bt.
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5. DISCUSSAO

A evolucao da resisténcia em populacdes de insetos pode ser influenciada pela
presenca ou auséncia de custos adaptativos (Tabashnik, 2005). No presente trabalho,
foi observado que a populacdo R demonstrou custos adaptativos representados por
maior consumo de alimento e menor eficiéncia de conversao do alimento ingerido em
relacéo as populacdes suscetiveis. Tais alteracbes sugerem que a fisiologia digestiva
da populacéo R difere em relacéo a observada nas populacdes S.

Considerando que o modo de acdo das toxinas Cry presentes no milho Bt é
associado ao epitélio do intestino médio (Soberdn et al., 2009), altera¢des no intestino
médio tém sido associadas a resisténcia. Essas alteracdes possibilitam o consumo de
plantas que contenham toxinas Cry pela populagédo R. Por outro lado, tais alteragbes
podem alterar o funcionamento do sistema digestivo e resultarem em reducédo da
eficiéncia da conversédo do alimento em nutrientes.

Apesar da auséncia do envolvimento das caderinas (proteinas com funcéo de
juncéao celular no epitélio do intestino médio que séo utilizadas como receptores para
algumas proteinas Cry) na toxicidade ter sido indicado para as proteinas CrylF e
CrylAb (Endo et al., 2018; Zhang et al., 2020), alteracdes nas caderinas podem
conferir resisténcia a Cry1A.105 e Cry2Ab2, toxinas presentes no milho Bt em estudo
(Gao et al., 2019; Hua et al., 2004; Liu et al., 2018; Qiu et al., 2015; Zhang et al., 2005;
Zhou et al.,, 2020). Consequentemente, insetos resistentes com alteragcdes nas
caderinas podem apresentar alteracdes nas caracteristicas e funcionamento do
intestino médio que implicam em alteracfes na utilizacdo do alimento.

Alteracbes na composicdo de aminoacidos em aminopeptidases, fosfatases
alcalinas (enzimas digestivas) (Arenas et al., 2010; Herrero et al., 2005; Jakka et al.,
2016, Jurat-Fuentes et al., 2011; Pardo-Lopez et al., 2012, Qiu et al., 2017, Soberén
et al.,, 2009, Wang et al.,, 2017) e transportadores do tipo ABCC2 (enzimas
detoxificadoras) (Gahan et al., 2010; Baxter et al., 2011; Tabashnik et al., 2011) tém
sido relatadas em populacdes de insetos resistentes a proteinas Cry. Novamente,
alteracdes qualitativas ou quantitativas (Silva et al., 2018) dessas proteinas com acao
fisiologica elementares no processo digestivo podem ser responsaveis pelo custo

adaptativo observado na utilizacdo de alimento observado na populagéo resistente.
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Outra possibilidade para justificar o custo adaptativo observado na populacao
resistente € o aumento do gasto energético para reposicao de células danificadas em
insetos resistentes (Castagnola e Jurat-Fuentes, 2016). Os resultados obtidos no
presente trabalho sugerem essa possibilidade, visto que para reparar os danos
celulares causados por toxinas Cry as células do epitélio, o inseto resistente precisaria
ingerir maior quantidade de alimento que n&o seria utilizado para conversado em peso,
mas sim para o reparo celular.

A detoxificacao por meio de hidrélise excessiva das proteinas Cry mediada por
proteases digestivas é outro mecanismo relacionado com a resisténcia (Li et al.,
2004). Porém, nao € certo se no presente caso que exista esse aumento de atividade
detoxificante por meio de proteases presentes em insetos resistentes sobre as toxinas
Cry. Se esse fosse 0 caso, ndo seria esperada uma reducéo tao drastica na ECl nem
um consumo téo elevado de alimento em um ambiente com a atividade de proteases
elevada visto que um sistema proteolitico mais potente auxiliaria e ndo atrapalharia o
processo digestivo. Porém, apesar de ndo parecer relacionada, essa sugestao requer
investigacdes em fungéo da especificidade das proteases.

Em funcdo da existéncia de custos adaptativos associados a resisténcia de S.
frugiperda ao milho Bt existirem, a perda das caracteristicas de resisténcia pode
ocorrer guando o agente de selecdo da populacéo for removido (Bernardi et al., 2017).
Tal fato foi observado no presente estudo, visto que a populagdo RPS derivou da
populacdo R em um ambiente de criacdo sem a presenca do agente de selecdo por
geracdes consecutivas.

A auséncia do fator de selecdo nao alterou consideravelmente o desempenho
larval da populacéo R, embora haja diferenca significativa em trés parametros (RCR,
ECI e periodo larval). Sabe-se que lagartas de S. frugiperda podem apresentar
resisténcia induzida a, por exemplo, moléculas antinutritivas como inibidores de
proteases (Oliveira et al., 2013). Porém, lagartas do género Spodoptera resistentes a
formulacdes de B. thuringiensis mantém ativados os mecanismos de defesa como
genes de resposta a patdbgenos mesmo na auséncia do agente de selecéo
(Hernandez-Martinez et al., 2010). Desse modo, as semelhancas do custo adaptativo

observadas na populagéao R alimentada com milho Bt e milho ndo Bt sugerem que os
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mecanismos associados a resisténcia sdo ativos mesmo na auséncia do fator de
selecéao.

No manejo de pragas, a retirada de um agente de controle quimico aplicado em
pulverizacdo é mais simples do que a retirada de agente de controle expresso
constitutivamente em plantas durante todo o ciclo agricola. Por essa razéo, atencéo
aos procedimentos indicados em Programas de Manejo de Resisténcia de Insetos a
plantas transgénicas deve ser seguidos (Bernardi et al., 2017, Fatoretto et al., 2017,
Horikoshi et al., 2016, Santos-Amaya et al., 2016b). Ressalta-se que, apesar da
existéncia de custos adaptativos e da tendéncia de restabelecimento da
suscetibilidade, populacdes de S. frugiperda sdo formadas em campo e comprometem
as tecnologias de manejo de pragas alvos em cultivos transgénicos (Santos-Amaya et
al., 2016b).

6. CONCLUSOES

As lagartas de S. frugiperda suscetiveis ao milho Bt, tanto a populacdo S como
a R'PS, aproveitam melhor o alimento ingerido em relagdo a lagartas de S. frugiperda
resistentes ao milho Bt (populacdo R).

O consumo e a utilizacdo de alimento por lagartas de S. frugiperda da
populacdo R é semelhante quando essas lagartas sdo alimentadas com milho Bt ou
milho né&o Bt.

A manutencédo de seguidas geracfes de lagartas de S. frugiperda resistentes
ao milho Bt em ambiente de criagdo sem exposi¢cdo ao milho Bt resultou na perda da

resisténcia dessa populacéo.
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