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RESUMO

A espécie Spodoptera frugiperda é considerada um dos insetos pragas
mais destrutivos da cultura de milho nas Américas. Um experimento com
familias de irmdos germanos e outro com populagdes foram conduzidos
separadamente, em laboratério, com objetivos de estudar herdabilidade e
respostas da selecdo preditas, e, realizadas em caracteres ligadas a resisténcia
deste inseto, as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2. Tanto num como noutro
experimento, as lagartas foram alimentadas com folhas de milho expressando as
proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2 até alcancar a fase de pupa. Quando os adultos
emergiram, foram contabilizadas as porcentagens de sobreviventes de cada
geragcdo. No experimento para a predicdo da herdabilidade foram formadas
progénies de irmdos germanos, a partir de uma populacdo coletada em Sinop —
MT enquanto que para os ganhos realizados, foram usadas duas populacdes,
uma j& mencionada anteriormente e outra coletada em Sete Lagoas - MG. Por se
tratar de dados de sobrevivéncia (propor¢do de individuos sobreviventes em
fungdo de proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2) e com muito desbalanceamento,
para este carater foi considerado o modelo linear generalizado e uma
distribui¢do binomial. Para os outros carateres, a anélise considerou distribuigao
normal. A maior propor¢do da variabilidade observada nestas progénies,
avaliadas para a sobrevivéncia na pressdo da selecdo com as proteinas CrylA.
105 e Cry2Ab2, expressas em milho, ocorreram em virtude de causas genéticas.
Foram observadas herdabilidade de grande magnitude para todas as
carateristicas avaliadas. Na predigéo da herdabilidade e de ganho por selecéo, foi
verificada boa confiabilidade na avaliagdo e na predigdo dos pardmetros
genéticos (alta acurécia), uma relacdo linear entre a sobrevivéncia e outros
carateres (periodo larval, periodo letal e biomassa de pupa) e com isso a resposta
a selecdo foi influénciada para estes carateres, tendo sido de cerca de seis dias
para o periodo larval e cerca de 10 miligramas para biomassa de pupa. A
resposta & selecdo para sobrevivéncia foi de 3,17%. Na estimativa para a
resposta a selecéo realizada, a populagdo coletada em Sinop - MT apresentou
alto potencial para proporcionar descendéncia adaptada as proteinas CrylA. 105
e Cry2Ab2, contréria a populagéo coletada em Sete Lagoas.

Palavras-chave: Herdabilidade. Spodoptera frugiperda. Ganho com selecdo.
Valor genotipico.



ABSTRACT

The Spodoptera frugiperda species is considered one of the most
destructive insect pests of maize crop in the Americas. Experiment with full-sib
progenies and another with two populations were conducted separately in the
laboratory. The experiment aims to study the predicted heritability and responses
to selection realized on characters associated to resistance of this insect to the
CrylA.105 and Cry2Ab2 proteins. In both experiments larvae were fed with
maize leaves expressing Cry1A.105 and Cry2Ab2 proteins until it reaches the
pupal stage. When the adults emerged it was recorded percentages of survivors
of each generation. In the experiment for the prediction of heritability, full-sib
progenies were formed from a population collected in Sinop - MT while for the
gains it was used two populations, one already mentioned and the other collected
in Sete Lagoas - MG. Because it is survival data (proportion of individuals
surviving in function of CrylA. 105 and Cry2Ab2 proteins) and very unbalanced
data, for this character was considered the generalized linear model and a
binomial distribution. For other characters the analysis considered normal
distribution. The largest proportion of the variability observed in these progenies
for survival in the selection pressure with the CrylA. 105 and Cry2Ab2 proteins
were expressed in maize due to genetic causes. Large magnitude of heritability
was observed for all evaluated characteristics. The prediction of heritability and
selection gain was observed good reliability in the evaluation and prediction of
genetic parameters (high accuracy), a linear relationship between survival and
other characters (larval period, lethal period and pupa biomass) and with it the
response for the selection was influence for these characters, having about six
days for larval period and about 10 milligrams for pupae biomass. The response
to selection for survival was 3.17%. The estimate for the response to selection
made in the population collected in Sinop - MT showed high potential to provide
offspring adapted to CrylA. 105 and Cry2Ab2 proteins contrary the population
collected in Sete Lagoas -MG.

Keywords: Heritability. Spodoptera frugiperda. Selection gain. Genotypic
value.
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CAPITULO 1

Introducdo geral

1 INTRODUCAO

Um dos estresses bidticos comprometedores do rendimento do milho nas
lavouras € a incidéncia de pragas. Dentre as mais prejudiciais para a cultura de
milho, est4 a lagarta-do-cartucho do milho Spodoptera frugiperda (J. E. Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Esta praga é considerada a mais prejudicial no
Brasil para a cultura de milho, pois ataca as plantas tanto na fase vegetativa
guanto na fase reprodutiva (AFONSO et al., 2013; OTA et al., 2011).

As novas ferramentas usadas no campo da engenharia genética e da
biotecnologia moderna tem permitido o desenvolvimento de alternativas para
viabilizar um emprego mais amplo do controle genético de pragas nas culturas.
Dentre elas, destaca-se a possibilidade de obtencdo e uso de plantas
geneticamente modificadas que contém genes codificadores das endotoxinas de
Bacillus thuringiensis (MORAIS; PINHEIRO, 2012; MUGO et al., 2011).

Os niveis e localizacdo da expressdo dos genes bt na planta transformada
podem ser regulados, permitindo a presenca da toxina em toda a planta ou
somente nas partes relevantes, dependendo dos habitos de ataque da praga
(ARAUJO et al., 2011).

Uma das maiores preocupagdes no uso do milho Bt € a resisténcia dos
insetos resistentes o que pode reduzir a vida Gtil da tecnologia. Isto ocorre pela
selecdo de individuos resistentes que, com a eliminagdo dos individuos
susceptiveis da populacdo, tém maiores chances de se reproduzir e passar esta
caracteristica a seus descendentes (ATSUMIA et al., 2012; JANMAAT et al.,
2004; PEREIRA et al., 2010; YE et al., 2012).
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Tabashnik, Brévault e Carriere (2013) analisaram resultados de 77
estudos de monitoramento de resisténcia em campo de culturas Bt, com milho e
algoddo, que expressam as proteinas Cry (CrylAb, Cry3Bb, CrylAc, CrylF e
Cry2ADb), realizados nos cinco continentes, e, observaram que, embora a maioria
das populacdes de pragas, incluindo S. frugiperda, permaneca suscetivel a
eficicia de culturas Bt ficou reduzida em funcdo da resisténcia desenvolvida em
campo. Cinco, das 13 espécies de pragas estudadas apresentaram resisténcia em
campo. Estudo anterior realizado em 2005 apresentou apenas uma espécie.

Resisténcia desenvolvida em campo pela S. frugiperda ao milho Bt
expressando CrylF, ocorreu em trés anos nos territérios de Puerto Rico, nos
Estados Unidos da América. Este é o mais rapido caso documentado de
resisténcia desenvolvida em campo CrylF, reduzindo a eficicia da tecnologia.
Também é o primeiro caso de resisténcia que levou a retirada de uma cultura Bt
do mercado. A resisténcia de campo para o milho Bt expressando CrylAb
ocorreu em Busseola fusca na Africa do Sul em oito anos. Outros casos relatados
ocorreram no algoddo na China e na Austrdlia (DOWNES; MAHON, 2012;
STORER et al., 2010; TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE, 2013;
TABASHNIK; WUB; WU, 2012).

Dados de 77 estudos publicados a partir de 2012 relatam as primeiras
analises estatisticas da associacdo entre padrfes observados de resisténcia
desenvolvida em campo e efeitos previstos de dois principais pardmetros
biolégicos: dominancia da resisténcia e da frequéncia inicial do alelo. Os
resultados fornecem informagdes que podem ser usados de forma proativa para
melhorar o manejo da resisténcia (TABASHNIK; BREVAULT; CARRIERE,
2013).

Avangos no estudo dos mecanismos de resisténcia da lagarto-do-
cartucho aos eventos transgénico podem proporcionar uma introspecdo sobre

métodos para retardar ou superar a evolucdo da resisténcia das pragas a estes
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eventos. Assim, o objetivo deste estudo é estudar a heranga da resisténcia da
lagarta-do-cartucho as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Nesta secdo é apresentada uma revisao da literatura que visa abordar 0s
conceitos basicos sobre a biologia da lagarta do cartucho, das proteinas do B.
thuringiensis e da resisténcia desta lagarta nestas proteinas, sua heranga para as

geracGes vindouras e alguns métodos de dados para estudos de resisténcia.

2.1 Lagarta-do-cartucho no milho

A lagarta-do-cartucho do milho, S. frugiperda, também conhecida pelo
nome de lagarta dos milharais, é uma espécie polifaga, ocorre em mais de 100
espécies de hospedeiros e uma das principais pragas da cultura do milho no
Brasil. Essa praga encontra-se distribuida em todas as regides onde se cultiva
esse cereal (WAQUIL et al., 2004).

E considerada uma das principais da cultura do milho, por atacar a
planta durante todo o seu ciclo. As perdas na producdo causada por este inseto-
praga podem variar em funcdo da cultivar e do estadio fenoldgico da planta,
sendo mais sensivel entre os estadios de 8 a 10 folhas completamente formadas
(AFONSO et al., 2013; OTA et al., 2011).

As lagartas, logo que eclodem comecam a raspar as folhas e a medida
que as folhas véo se desenvolvendo, passam a perfura-las, também costumam
penetrar no colmo de plantas jovens, o que prejudica o desenvolvimento da
planta, causando o sintoma de coracdo morto. Essa espécie também ataca as
espigas resultando em ma formagdo ou até mesmo a ndo formacdo dos gréos.
Ocorrem também danos indiretos causados pelo ataque deste inseto, pois através
da sua penetracdo deixam orificios que sdo porta de entrada de fungos e
bactérias, agentes estes causadores de varias doengas, diminuindo o potencial de
producdo e a qualidade de gréos (FIGUEIREDO et al., 2009; OTA et al., 2011).
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As fémeas adultas tém habitos noturnos e podem ovipositar de 60 a 100
ovos, formando uma massa de ovos sobrepostos entre si que podem alcangar até
trés camadas. O periodo de incubacdo embrionaria dos ovos varia de acordo com
as condicBes de temperatura, podendo variar de dois a trés dias. O periodo de
desenvolvimento larval dura em média de 12 a 30 dias, periodo em que a lagarta
se alimenta basicamente das folhas mais tenras. A larva completamente
desenvolvida migra da planta para o solo, penetrando de 2,5 a 7,5 centimetros de
profundidade, onde se transforma em pupa para se proteger. Todas as fases da
vida da lagarta sdo influenciadas por fatores climaticos, podendo estes, encurtar
ou prolongar determinadas fases (SARMENTO et al., 2002).

2.2 Milho com eventos transgénicos para resisténcia a insetos

O milho Bt é uma planta geneticamente modificada contendo o gene da
bactéria B. thuringiensis. Essa bactéria produz uma proteina que forma e
acumula cristais no interior da larva de alguns insetos quando ingerida, podendo
causar a morte ao inseto (LOGUERCIO; CARNEIRO; CARNEIRO, 2002).

O B. thuringiensis é uma bactéria gram-positiva que produz cristais
durante a sua fase estacionaria de crescimento. Os cristais compreendem uma ou
mais proteinas (codificadas pelos genes cry e cyt) que apresentam toxicidade
especifica contra diversas ordens de insetos, incluindo Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera, Hemiptera, Homoptera, Orthoptera, Mallophaga e, também contra
acaros, nematoides e protozoarios. Algumas estirpes de B. thuringiensis também
segregam proteinas inseticidas vegetativas (VIP’s) que mostram a atividade
contra larvas de insetos lepiddpteros (BOBROWSKI et al., 2003; WAQUIL et
al., 2004; YE et al., 2012).

O fragmento ativo da proteina liga-se aos receptores especificos,

localizados na membrana das células epiteliais do intestino médio (ligagdo ao
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receptor). Estas proteinas ligadas formam canais de ides e/ou poros, levando a
uma ruptura da membrana do intestino e eventual morte do inseto (LEE et al.,
2003).

Existem mais de uma dezena de eventos transgénicos com resisténcia a
insetos, mas entre 0s que estdo sendo comercializados no Brasil, destacam-se 0s
eventos que expressam as toxinas CrylA(b) e CrylF, Vip3A com atividade
sobre os lepiddpteros, e, o Cry3Bbl, para o controle de coledpteros (larvas de
Diabrotica spp.). O evento contendo os genes CrylA.105 e Cry2Ab2, que
representa uma segunda geragdo de milho transgénico resistente a insetos. Este
produz simultaneamente duas proteinas derivadas do B. thuringiensis, ativas
contra algumas lagartas-praga (PITTA; DAL’MASO; MENDES, 2013;
WAQUIL et al., 2004). Mais recentemente eventos piramidados expressando
uma combinagdo de proteinas supracitadas estdo no mercado A seguir, se
apresenta uma tabela que resume as proteinas que se expressam em eventos
liberados no Brasil desde o ano de 2007, até o ano de 2015 (tabela 1).



Tabela 1 Alguns eventos com proteinas do Bacillus thuringiensis expressas em milho geneticamente modificado liberado
para o cultivo no Brasil entre os anos 2007 -2015

Eventos

Btll &
MON89034 & TC1507 &
MON 810 Bt* TC1507* MON89034 MON88017* MIR604 MONS8017* MIR162 MONSL0* MIR162 &

Proteinas GA21*

Crylab X X

CrylF X

Cry3Bbl X

mcry3A X

VIP3Aa20 X

CrylF/CrylAb X

CrylA. 105/Cry2Ab2 X

Cry1Ab/VIP3Aa20 X
Cry1A.105/Cry2Ab2/Cry3Bbl X

Eventos com * significa que para além de possuir proteinas com atividade inseticida possui outras proteinas com atividade né&o
inseticida
Fonte, CNTbio, 2016

67T
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A bactéria B. thuringiensis possui em seu genoma uma classe de genes
denominados cry, que produz na sua célula proteinas que sdo tdxicas para
grupos especificos de insetos (LOGUERCIO; CARNEIRO; CARNEIRO, 2002;
PEREIRA et al., 2010; YE et al., 2012).

Na membrana das células epiteliais do intestino do inseto, a interacdo
toxina-receptor leva a formacdo de poros na membrana celular, o que altera o
balango osmotico das células epiteliais, que incham e sofrem rupturas, levando o
inseto @ morte por dificuldade de alimentagdo e infeccdo generalizada
(septicemia) (LOGUERCIO; CARNEIRO; CARNEIRO, 2002; MICHELOTTO
etal., 2011; PEREIRA et al., 2010).

As toxinas Cry tém sido classificadas de acordo com sua homologia na
sequéncia de aminoacidos, na qual a denominacdo “Cry” apresenta quatrO
ranques hierarquicos de numeros e letras (maitsculas e minasculas), como por
exemplo, Cry3Aa2. As proteinas Cry com cerca de 45% de homologia em sua
sequéncia, sdo colocadas no primeiro ranque e quando apresentam 78 e 95% de
identidade, constituem o segundo e terceiro ranque, respectivamente. Cinco
blocos de sequéncias sdo comuns a maioria das proteinas Cry (PINTO et al.,
2013).

2.3 Manejo da resisténcia de insetos

Uma das maiores preocupages no uso do milho Bt é a sele¢do de
insetos resistentes que possam reduzir a vida util da tecnologia. O fenémeno de
selecdo de insetos resistentes ja estd presente na agricultura. Isto ocorre pela
selecdo de individuos resistentes que, com a eliminag¢do dos outros individuos
susceptiveis da populacdo, tém maiores chances de se reproduzir e passar esta
caracteristica a seus descendentes (MENDES et al., 2011; ZANCANARO et al.,
2012).



21

Dentre vérias estratégias utilizadas para 0 manejo do aparecimento desta
resisténcia é a adocdo de areas de reflgio contendo milho convencional. Na
préatica, toda a &rea com milho Bt teria, obrigatoriamente, uma area anexa com
milho convencional, isto é, sem o gene bt. Existem varios modelos que estdo
sendo aplicados nos paises onde ja se utiliza esta tecnologia (LEITE et al., 2011,
MENDES et al., 2011).

A alta dose pode ser definida como a expressdo génica que resulta em
altas concentragfes da toxina Bt, nos tecidos das plantas, capazes de matar
acima de 99% da populacéo da espécie-alvo (LEITE et al., 2011).

A prevencgdo para o aparecimento de populagdes resistentes requer as
seguintes condicdes: que tenha uma quantidade suficiente de insetos susceptiveis
proximos as lavouras de milho Bt, e, que os insetos sobreviventes, resistentes,
oriundos da éarea com milho Bt sejam raros. Estas duas condi¢cdes sdo
importantes para que o plano de manejo de resisténcia tenha éxito (PITTA;
DAL’MASO; MENDES, 2013).

2.4 Heranca da resisténcia da S. frugiperda a proteina Cry

A resisténcia de insetos aos eventos transgénicos pode ser um processo
evolutivo afetado por fatores ligados a propria praga, tais como: ecolégicos e
comportamentais (taxa de reprodugdo, mobilidade/dispersdo), genéticos
(frequéncia inicial de genotipos resistentes na populacéo, intensidade de selegado
— proporcdo da populacdo exposta em cada geracdo e o padrdo da heranga da
resisténcia - valor adaptativo dos heterozigotos) e, outros vinculados as
caracteristicas intrinsecas da planta, as operacionais (uso de plantas transgénicas
e estratégias de resisténcia) (MARTINELLI; OMOTO, 2005).

Fatores que podem contribuir significativamente para a elevada taxa de

reproducdo e dispersdo pode ser a oferta de muitos hospedeiros ao longo do ano,



22

0 que sempre torna disponivel hospedeiro a cada momento e associado a isso,
estd o plantio em éreas proximas de diferentes culturas, com fenologia
diferentes, facilitando de certo modo a dispersdo deste inseto (BARROS;
TORRES; BUENO, 2010).

Num trabalho visando estudar o movimento da S. frugiperda adultos,
verificaram que os machos poderiam atingir uma distdncia maxima de 806
metros e fémeas 608 metros (VILARINHO et al., 2011). Isto, por um lado pode
ser bom porque pode reduzir a frequéncia do alelo favoravel para a resisténcia se
este movimento for favoravel, mas também pode ndo ser, porque este
movimento pode favorecer para o aumento da frequéncia deste alelo.

Esta espécie de inseto deposita seus ovos, mesmo em plantas
comumente ndo hospedeiras, 0 que aumenta a frequéncia de postura. Associado
a isso, a alta sobrevivéncia inicial da espécie em seus hospedeiros pode ser alta
(BARROS; TORRES; BUENO, 2010).

A selecdo de insetos resistentes esta presente nas lavouras, uma vez que
existe uma variabilidade genética natural para resisténcia do inseto aos eventos
transgénicos. A frequéncia dos individuos resistentes aumenta, uma vez que
estes tém maiores chances de se reproduzir e passar esta caracteristica a seus
descendentes, em detrimento dos susceptiveis que sdo cada vez eliminados pela
acdo do evento transgénico (ZANCANARO et al., 2012).

O conhecimento do padrdo de heranga da resisténcia permite avaliar o
potencial de risco de evolucdo no campo. Nas situacbes em que a heranga de
resisténcia é controlada por um alelo recessivo, o resultado final é a baixa
sobrevivéncia de individuos heterozigotos, porque estes se comportardo
fenotipicamente como homozigotos susceptiveis. Por outro lado, a dominancia
do alelo que controla a resisténcia, resultaria numa alta sobrevivéncia dos
individuos heterozigotos no campo. Assim, a mortalidade dos heterozigotos é

um dos pontos fundamentais do manejo da resisténcia, pois 0s heterozigotos sao
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0s principais veiculos de transporte de alelos para as gera¢Bes vindouras
(MARTINELLI; OMOTO, 2005).

O desenvolvimento do manejo da resisténcia comecou ainda na era dos
produtos quimicos, quando se detectou os primeiros casos de evolucdo da
resisténcia, por parte dos organismos-alvos (DIEZ-RODRIGUEZ; OMOTO,
2001).

Tan e Mccaferry (1999) e YU (1993) comentam que a heranga da
resisténcia de S. frugiperda a piretroides ndo apresenta um padrdo para
lepiddpteras. Contudo, Diez-Rodriguez e Omoto (2001) estudando a heranga de
resisténcia desta praga ao piretride Lambda-Cialotrina, verificaram que a
resisténcia é monogénica com dominancia incompleta recessiva.

Com o advento das plantas transgénicas que expressam genes da
bactéria B. thuringiensis, as pesquisas e 0s trabalhos nessa area continuaram a
reportar casos de resisténcia (FARIAS et al., 2014; SANTOS-AMAYA et al.,
2015; STORER et al., 2010). Muitos trabalhos sobre a resisténcia aos eventos
transgénicos tém a ver com a proteina CrylF, caracterizando-se como
autossomicos e com dominancia incompleta (SANTOS-AMAYA et al., 2015).

Resisténcia desenvolvida em campo pela S. frugiperda para o milho Bt
produzindo CrylF, ocorreu em trés anos nos territorios de Puerto Rico nos
Estados Unidos da América. Este é o mais rapido caso documentado de
resisténcia desenvolvida em campo de cultura Bt reduzindo a eficacia da
tecnologia. Também € o primeiro caso de resisténcia que levou a retirada de uma
cultura Bt do mercado (STORER et al., 2012).

2.5 Teste de progénies

Em qualquer programa de melhoramento o objetivo principal é

identificar os individuos superiores, capazes de transmitirem suas caracteristicas
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aos seus descendentes. Assim, avaliar a descendéncia torna-se numa das
melhores formas de conhecer o valor genético do seu genitor.

No teste de progénies sdo avaliadas familias de meios-irmaos, irmaos
germanos e familias endogamicas. Com base no teste de progénies podem-se
estimar parametros genéticos de importancia para o melhoramento (CRUZ;
CARNEIRO, 2006; VENKOVSKY; BARRIGA, 1992). No presente trabalho,
tais pardmetros serdo utilizados para aumentar o grau de compreensao da selecdo
da resisténcia de S. frugiperda.

A herdabilidade e a acuracia seletiva se destacam entre os parametros de
importancia genética no melhoramento. A herdabilidade estima a confiabilidade
do valor fenotipico como indicador do valor reprodutivo. Participa das
expressdes relacionados com a predicdo de ganhos (RAMALHO et al., 2012) e a
acurécia seletiva estd associada a precisdo da selecdo e refere-se a correlacdo
entre os valores genéticos preditos e valores genéticos verdadeiros (RESENDE,
2007, RESENDE; DUARTE, 2007). Desta forma, a estimativa de parametros
genéticos possibilita o conhecimento do potencial evolutivo de uma populacéo.

A predicdo da resposta a selecdo possibilita aos melhoristas procurar
alternativas para melhorar a eficiéncia do processo. Ou seja, a partir de
progressos esperados, 0 melhorista possui ferramentas necessarias para julgar se
0 método é ou ndo promissor (RAMALHO et al., 2012; VENCOSVSKY;
BARRIGA,1992). No caso especifico de resisténcia a insetos praga, a resposta a
selecdo poderd ser uma ferramenta bastante Util para medir a evolucdo da
resisténcia das diversas pragas, a diferentes eventos transgénicos.

Esta abordagem usando progénies de irmaos germanos e meio irmaos,
ndo é nova nas areas de estudo de resisténcia de inseto- praga, pouco se encontra
relatado na literatura (ALINIA; COHEN; GOULD, 2000; JANMAAT; MYERS,
2011).
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

Existe maior variabilidade nas populacGes avaliadas, e essa variabilidade
é devida maioritariamente, a causas genéticas, o que podera resultar na evolucgéo
da resisténcia dos insetos. A acuracia seletiva foi alta e muito alta, refletindo-se
na qualidade de informacédo e procedimentos utilizados na predi¢do dos valores
genéticos. Foi observada uma relacdo linear, entre a sobrevivéncia e outros
caréteres (periodo larval, periodo letal e biomassa de pupa). Assim, a selegdo
ocorrendo na sobrevivéncia influencia na resposta a selecdo para os outros
caréteres. A populagdo coletada em Sinop - MT apresentou alto potencial para
proporcionar descendéncia adaptada as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2,
contrario a populacdo coletada em Sete Lagoas — MG. A metodologia proposta
se mostrou adequada para o tipo de dados coletados e pode contribuir no poder
de previsdo dos métodos, para retardar ou superar a evolugdo da resisténcia dos
insetos-praga as proteinas Bt.
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CAPITULO 2

Predicéo de parametros genéticos para caracteres associados a resisténcia
da lagarta-do-cartucho as proteinas CrylA.105 e Cry2Ab2 expressas em
Milho
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1 INTRODUCAO

Um dos insetos-praga mais importantes no Brasil e na América Latina
em geral é a lagarta-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith,
1797) (Lepidoptera: Noctuidae). Essa praga ataca as plantas de milho, causando
enormes prejuizos econdbmicos (MONNERAT et al., 2015; PANNUTI et al.,
2016; SENA; HERNANDEZ-RODRIGUEZ; FERRE, 2009). Esta espécie de
inseto-praga € polifaga com mais de 100 espécies de plantas, consideradas
hospedeiras (BOREGAS et al., 2013; POGUE, 2002).

O cultivo do milho Bt, que expressa proteinas inseticidas isoladas do
Bacillus thuringiensis vem sendo a principal estratégia de manejo desse inseto-
praga. Contudo, a evolucéo da resisténcia destes insetos as proteinas Bt tem sido
observado em campo e em laboratério (BERNARDI et al., 2015; FARIAS et
al., 2014; MONNERAT et al., 2015; STORER et al., 2010) o que pode encurtar
a vida atil da tecnologia.

A resisténcia de insetos-pragas aos genes bt piramidados em plantas,
esta sendo conduzida por processos evolutivos, diferentes de genes bt simples. A
principal vantagem desta piramidacdo de genes € a baixa sobrevivéncia de
insetos heterozigotos com alelos de resisténcia (IVES et al., 2011; LEITE et al.,
2011; VAN DEN BERG; HILBECK; B@HN, 2013). Para melhorar estratégias
de manejo de S. frugiperda é necessario conhecer o potencial evolutivo da
populacdo de insetos e os sistemas de producéo agricola.

Ao longo de cada ciclo de desenvolvimento, os insetos tém selecionados
mecanismos, para sua defesa contra as proteinas Bt. Essa selecdo dos individuos
resistentes ao milho Bt e a recombinagédo destes individuos selecionados a cada
ciclo de producdo de milho, contribui significativamente para aumentar a

frequéncia dos individuos geneticamente adaptados para a resisténcia de
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populagdo de insetos (ATSUMIA et al., 2012; JANMAAT et al., 2004,
PEREIRA et al., 2010; YE et al., 2012).

A atividade agricola, caraterizada por uma sucessdo de culturas
hospedeiras da S. frugiperda e que muitas vezes essas culturas expressam
proteinas Bt, aumenta deste modo, a pressdo de selecdo para a resisténcia do
inseto aos eventos transgénicos. Avanco nos estudos dos mecanismos de
resisténcia da S. frugiperda, aos eventos transgénicos pode proporcionar
informacdo necessaria para introspe¢do sobre métodos para retardar a evolugao
de resisténcia das pragas aos eventos transgénicos.

O uso de familias de irmdos germanos pode ajudar a predizer os
componentes de variancia (CRUZ; CARNEIRO, 2006; VENKOVSKY;
BARRIGA, 1992) e destes, se estimar outros parametros genéticos de
importancia, no manejo da resisténcia deste inseto-praga.

A obtengdo da estimativa de parametros genéticos pode ser avaliada
como ferramentas para 0 manejo da resisténcia de inseto-praga aos eventos
transgénicos. Dentre 0s parametros genéticos estimados em teste de progénies,
se destacam a herdabilidade que expressa a confianga fenotipica como guia para
o valor genético (FALCONER, 1987; RAMALHO et al., 2012). Desta forma, a
estimativa de parametros genéticos, como a herdabilidade podem possibilitar o
conhecimento do potencial evolutivo de uma populacéo.

A selecdo de resisténcia para S. frugiperda as proteinas expressas em
milho Bt Cry1Ab, CrylA. 105, Cry2Ab2, CrylF, foi comprovada anteriormente
(BERNARDI et al., 2015; FARIAS et al., 2014; LEITE et al., 2016; SANTOS-
AMAYA et al., 2015) e a compreensdo da herdabilidade dessa caracteristica
pode auxiliar a previsdo para selecdo de resisténcia com esta praga. Para, além
disso, este estudo fornece predigBes diretas da resposta a selecdo com as
proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, podendo-se entender o potencial evolutivo da

populacdo do inseto-praga as duas proteinas.
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Determinar a heranca da resisténcia permite conhecer a base genética
associada aos mecanismos de resisténcia. Assim, 0 objetivo do presente estudo
foi estimar a herdabilidade e predizer a resposta a sele¢do da S. frugiperda a
partir de progénies de irmdos germanos em uma populacdo, alimentada por

milho expressando as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de insetos

Cento e cinquenta e sete lagartas de S. frugiperda foram coletadas em
plantas de milho que expressavam proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2 nos campos
experimentais da Embrapa Agrossilvipastoril em Sinop, Mato Grosso
11°51°51°°S, 55°30°09°W . As lagartas foram acondicionadas em coletores
universais de 50 ml e levadas ao laboratério de Ecotoxicologia e Manejo de
Insetos da Embrapa Milho e Sorgo, mantidas a uma temperatura de 27+2°C,

umidade relativa de 60+10% e fotofase de 12 horas.

2.2 Progénies de irm&os-germanos

As lagartas de S. frugiperda foram mantidas em laboratorio, sem pressdo
da proteina Bt por dois ciclos. Durante este periodo as lagartas foram
alimentadas com uma dieta artificial a base de feijdo adaptada de Kasten Junior,
Precetti e Parra (1978). Os adultos foram mantidos em um esquema de
acasalamento aleatorio.

No terceiro ciclo foram formados 42 pares monogamicos para
acasalamento. Foram usadas gaiolas de tubo PVC de 20 cm de didametro e 20 cm
de altura, forradas internamente com papel tipo sulfite, para as fémeas
depositarem seus ovos. No interior da gaiola foi mantido algoddo umedecido e
dieta para os adultos (solucdo de agucar, &cido ascoOrbico e &gua). Os casais
foram mantidos até o quarto dia, onde foram retiradas as posturas das gaiolas.
Essas posturas foram identificadas e mantidas na sala (26+2C, 60+10% UR e 12

horas de fotofase), até a eclosdo das lagartas, progénies de irmdo germano.



35

2.3 Milho expressando proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2

O hibrido DKB 390 VT PRO® que expressa a forma ativa das proteinas
CrylA. 105 e Cry2Ab2 foi plantado, semanalmente, no campo experimental da
Embrapa Milho e Sorgo. Os tratos culturais foram realizados de acordo com as
recomendacdes para o cultivo do milho (CRUZ, 2010), sem aplicacdo de
inseticidas e fungicidas, sendo o controle de plantas daninhas, realizado por
capina manual.

As plantas de milho de onde foram retiradas as folhas ofertadas aos
insetos, foram testadas para expressdo qualitativa de CrylA. 105 e Cry2Ab2. As
amostras foram submetidas & imunodeteccdo da proteina, usando tiras
ImmunoStrip® STX 10301/0050 (Agdia Inc., Elkhart, IN, EUA) conforme
instrucOes do fabricante.

2.4 Condugcéo do experimento

Sobrevivéncia

As lagartas neonatas (< 24 horas) geradas pelos pares monogamicos
foram depositadas em um pote contendo folhas de milho CrylA. 105 e
Cry2ADb2. Trés dias depois, foram contabilizadas as lagartas vivas e mortas para
se conhecer o numero total das lagartas que formaram a repeticdo. Em meédia 93
lagartas neonatas gerados por cada par monogamico, constituiam uma repeticao.

As lagartas que sobreviveram, depois dos trés dias no pote, foram
individualizadas em copos plasticos de 50 ml, para evitar canibalismo e fechadas
com tampa de acrilico. A cada trés dias, as folhas foram trocadas até os insetos
atingirem a fase de pupa. As lagartas mortas foram descartadas e o experimento

continuou com as sobreviventes. No final do ciclo, quando os adultos
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emergiram, foram contabilizados para se determinar a porcentagem de

sobrevivéncia.

Periodo de desenvolvimento larval
O periodo de desenvolvimento larval de S. frugiperda foi determinado a
partir do dia da eclosdo das larvas, até o dia em que se observou a pupa. As

observacBes foram realizadas a cada trés dias.

Periodo letal
O periodo letal de S. frugiperda foi determinado a partir do dia da
eclosdo das larvas, até o dia que se observou a morte das larvas. As observagdes

foram realizadas a cada trés dias.

Biomassa de pupa
A biomassa foi registrada em balanca de precisdo (0,1 mg) até 24 horas
pés a observacdo da pupa.

2.5 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em blocos completamente casualizados.

Os tratamentos consistiram de 42 progénies de irmaos germanos.

Sobrevivéncia

Para a sobrevivéncia das lagartas as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, o
experimento foi conduzido em blocos completamente casualizado com trés
repeticOes, sendo que cada repeticao foi constituida por 93 larvas.

Tendo os dados descritos propor¢des de sobrevivéncia em certas

amostras, admitiu-se o modelo binomial para explicar os dados apresentados.
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Optou-se também por usar a funcdo de ligacdo logit como forma de
transformacdo do valor esperado em que se deseja modelar. Para efetuar o ajuste
do modelo generalizado proposto para o conjunto de dados de sobrevivéncia, foi
utilizado o procedimento GLIMMIX do SAS. SAS (Statistical Analysis System)
versdo 9.3 (SAS INSTITUTE, 2013). As proporgdes de insetos sobreviventes

obtidas a partir de contagem de insetos, foram analisadas conforme o modelo:
yi = Bin(n;,m;), (i =1,2,...,42)

Em que:
nini Corresponde ao nlimero de sobreviventes; mimi a probabilidade de

sobrevivéncia dos insetos devido a pressdo de sele¢cdo com as proteinas CrylA.

105 e Cry2Ab2 no bloco j, j=1, 2,..,18 usando log (") = Yijklog (<) =

T T
1-m; 1-Tg4

Yijk ,como funcéo de ligacdo. A resposta a sele¢éo foi obtida por:
Yijk = p+ 1+ gi + eijk

Em que:

Yijk Yijk: Observagdo da progénie i, no bloco j dentro da repeticdo k;
up: Constante associada as estimativas

rjry. Efeito fixo de j-ésima repeticdo (j = 1, 2, 3);

gigi: Efeito aleatdrio da i-ésima progénie (i=1, 2, 3,... 42);

&ijkEijk- Erro aleatorio associado a parcelas ijk.

Periodo letal de desenvolvimento e biomassa na fase de pupa
Para efetuar o ajuste do modelo proposto para o conjunto de dados de

periodo letal de desenvolvimento e biomassa de pupa, foi utilizado o
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procedimento MIXED do SAS. SAS (Statistical Analysis System) versdo 9.3
(SAS INSTITUTE, 2013). Os dias de desenvolvimento e letal, assim como a

biomassa na fase de pupa, foram analisados conforme o modelo:
Yijk =+ gi + 15+ &ijie

Em que:

Yijk Yijk: Observagdo da progénie i, no bloco j dentro da repeticdo k;
up: Constante associada as estimativas

g;g;: efeito aleatdrio da i-ésima progénie (i=1, 2, 3,... 42);

rjrj: Efeito fixo de j-ésima repeticdo (j = 1, 2, 3);

&ijkEijk- Erro aleatdrio associado as parcelas ijk.

Os valores genotipicos foram estimados a partir da opcdo solution do
SAS. A variancia aditiva foi calculada, multiplicando duas vezes a variancia

genética.

s . . . . ~ PEV . PEV
A acuracia foi obtida a partir de g, = ’LTrgg = /1-A—2
Og Og

Em que Gécéé variancia genotipica e PEV é a variancia do erro de

predicéo.
A média das progénies foi a unidade de avaliacdo/selecdo. Assim, a
herdabilidade de médias entre progénies (hrznp)hrznp) de irmdos germanos, foi

=2
O'mp

estimada por: h,, =

Bhp+07
Em que:
GmpOmp € @ variéncia genética entre média de progénies de irméos

germanos, e, 6262 ¢ a variancia do residuo.
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Foram também estimadas correlagdes fenotipicas para se verificar o grau
de associacdo entre os caracteres avaliados. A média genotipica foi estimada,
somando-se a média da populacéo ao valor genotipico.

A partir da estimativa da herdabilidade e da proporcdo da variancia

genética explorada, foi estimada a resposta a selecdo para a sobrevivéncia

por meio de:

RS = ip |62k

Em que:

RS é a resposta da selecdo estimada, i € a intensidade de selecdoe p é o
controle parental igual a um para progénies de irmaos germanos.

Como a selecéo foi truncada (a selegdo ocorreu apenas na sobrevivéncia
dos individuos) e existe uma dependéncia linear entre os carateres (medida pelo
coeficiente de correlagdo de Pearson) onde foi estimada uma resposta a sele¢éo

de forma indireta (resposta correlacionada) por meio de:

RSy(x) = ipTyy /@znpyhrznx

Em que:

RS é a resposta da selegdo estimada, i € a intensidade de selecdo, p é o
controle parental igual a um para progénies de irmaos germanos, ry,ryy, € a
correlagdo entre a sobrevivéncia e os carateres y (periodo larval, periodo letal e

H ~2 ~2 [P I q: A s
biomassa de pupa), G5mpyOpmpy Variancia genetica entre médias de progénies
de irmdos germanos de y e h2 ,hZ . € a herdabilidade entre médias progénies de

irmdos germanos para a sobrevivéncia. Porque o numero de progénies foi
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inferior a 50, a intensidade de selecdo foi calculada usando a expressdo de
Wricke e Weber (1986):

o 1-f
WELTOIIN Y D

Em que:

i valor da intensidade de selecéo padronizado; f proporcao de individuos
selecionados e N nimero de progénies sob sele¢do. Como 11, das 42 progénies
apresentaram valores genéticos positivos, foi considerada uma intensidade de

selecdo de 1,2215, corresponde a uma proporcdo de selecdo de 11/42.
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3 RESULTADOS

As estimativas de componentes de variancia para a sobrevivéncia da S.
frugiperda as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, periodo de desenvolvimento,
periodo letal e biomassa de pupa, apresentam-se na tabela 1. Variancias
(genotipica e residual) significativas para as quatro variaveis foram observadas.
Foi, também observada uma variancia residual de pequena magnitude para a
porcentagem de sobrevivéncia e periodo de desenvolvimento larval e grande

magnitude da varidncia genética para 0s mesmos carateres.



Tabela 1 Estimativa de componentes de varidncias para porcentagem de sobrevivéncia, periodo de desenvolvimento
larval, periodo letal e biomassa de pupa da populacdo de Spodoptera frugiperda coletada em Sinop MT, sob
selecdo em proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, expressas em milho. Sete Lagoas-MG, 2015

Sobrevivéncia Desenvolvimento Periodo letal Biomassa pupa
(%) Larval (dias) (dias) (mg)
Estimativa Valor-p Estimativa  Valor-p . .
Estimativa Valor-p  Estimativa  Valor-p
Variancia genética 3,9868 0,0011 29,5980 0,0002 7,8700 0,0224 848,29 0,0040
Variancia residual 1,0679 <0,0001 1,5871 <0,0001 6,0824 0,0002 1071,59 <0,0001

a4
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Foram estimados valores genotipicos para os quatro carateres. Com 95%
de probabilidade, 11 das 42 progénies avaliadas, apresentaram valores
genotipicos positivos para a sobrevivéncia da S. frugiperda em sele¢do com as
proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, 21 diferentes de zero para o periodo larval,
dos quais nove foram positivos, trés para periodo letal, dos quais dois sdo

positivos, e nove para biomassa de pupa, sendo cinco positivos (Tabela 2).



Tabela 2 Valores genotipicos para porcentagem de sobrevivéncia, periodo de desenvolvimento larval, periodo letal e
biomassa de pupa da populacdo de Spodoptera frugiperda coletada em Sinop — MT sob selecdo em proteinas
CrlA. 105 e Cry2Ab2 expressas em milho. Sete Lagoas-MG, 2015

Sobrevivéncia (%) Desenvolvir_nento Larval Period_o letal Biomassa pupa
(dias) (dias) (mg)
Progénie Estimativa Valor-p  Estimativa Valor-p Estimativa Valor-p Estimativa Valor-p

1 0,3194 0,1633 . . -3,7107 0,0157

2 0,3194 0,1633 . . 4,7709 0,0026

3 0,3194 0,1633 . . 2,3855 0,1084

4 0,3194 0,1633 . : -2,1204 0,1515

5 0,3194 0,1633 . . -2,9153 0,0525

6 0,3194 0,1633 . . -2,1204 0,1515

7 0,3194 0,1633 . . 0,2651 0,8549

8 0,3194 0,1633 . . 1,0602 0,4666 . :

9 1,0106 0,9852 -1,5377 0,2240 -27,8500 0,0470
10 3,3545 0,0011 -2,1926 0,0853 . . -31,6007 <0,0001
11 0,3194 0,1633 . . 1,0602 0,4666
12 0,3194 0,1633 . . 1,0602 0,4666 . .

13 4,6604 <0,0001 -0,2277 0,8560 . . -12,1731 0,1354
14 0,6609 0,5284 11,5000 <,0001 . . 10,4437 0,1740
15 0,4470 0,2795 11,5000 <,0001 . . 104,9100 <0,0001
16 1,7505 0,2262 5,6669 <0,0001 . . 26,9771 0,0014
17 1,7640 0,2185 5,9944 <0,0001 . . -0,3041 0,9731
18 2,3523 0,0400 7,6318 <,0001 . . 15,3304 0,0239
19 0,5213 0,3588 4,7606 0,0009 . . 2,9537 0,7904
20 1,7936 0,2026 5,6669 <0,0001 . . -5,7893 0,4280
21 3,9658 <0,0001 6,9768 <,0001 . . 23,2737 0,0028
22 1,2839 0,6297 1,7371 0,1704 : 17,8674 0,0585
23 0,3194 0,1633 . . 3,4457 0,0238 . .

24 0,6605 0,5279 -0,5552 0,6585 : -1,2917 0,8551

144



Tabela 2, conclusdo

Sobrevivéncia (%) Desenvolvimento Larval Perl’od'o letal Biomassa pupa
(dias) (dias) (mg)
Progénie Estimativa Valor-p  Estimativa Valor-p Estimativa Valor-p Estimativa Valor-p
25 2,4317 0,0309 -5,1399 0,0001 -22,8891 0,0019
26 0,4774 0,3110 -0,5552 0,6585 12,4886 0,5027
27 4,9224 <0,0001 -0,7863 0,5609 7,800 0,5537
28 1,4469 0,4564 -2,8476 0,0269 -12,6495 0,1155
29 2,0901 0,0894 -2,8476 0,0269 10,9759 0,1111
30 0,6792 0,5522 -3,1751 0,0142 -9,451 -0,2882
31 2,5191 0,0231 -2,5201 0,0490 . . -6,0869 0,6265
32 0,3194 0,1633 . . 0,2651 0,8549 . .
33 0,8927 0,8478 -4,4913 0,0016 -2,7569 0,7925
34 2,8988 0,0061 -7,1048 <,0001 -27,5377 0,0959
35 6,4250 <0,0001 -2,5201 0,0049 -11,5693 0,2284
36 2,8812 0,0065 -2,5201 0,0049 3,2089 0,8314
37 2,1058 0,0853 -7,1166 <,0001 -39,4371 <0,0001
38 2,2883 0,2694 -8,0873 <,0001 . . -41,9292 <0,0001
39 0,3194 0,1633 . . -2,1204 0,1515 . .
40 1,3106 0,5991 . . -1,3253 0,3642 . .
41 4,0621 <0,0001 -3,5025 0,0072 16,4076 0,0939
42 3,7547 0,0002 -3,5025 0,0072 0,6714 0,9207

1%
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Foram estimadas médias genotipicas para os quatro carateres (tabela 3).
Os desvios em relacdo a média foram variaveis, em funcdo da magnitude do
valor genotipico. Para a sobrevivéncia variou de 9,16 a 13,50%, para o periodo
de desenvolvimento larval de 18,24 a 37,84 dias, para o periodo letal foi até
12,44 dias e biomassa de pupa variou de 165,63 a 312,47 dias.

A avaliacdo das 42 progénies resultou numa acuracia muito alta para o
periodo de desenvolvimento larval (0,9786) e biomassa de pupa (0,9890) e alta
para a sobrevivéncia (0,8925) e periodo letal (0,8022).

A estimativa de herdabilidade foi de grande magnitude para todos os
carateres avaliados. Sendo para sobrevivéncia 0,7887, periodo de
desenvolvimento larval 0,9491, periodo letal 0,5641 e biomassa de pupa 0,4418.

Com vista a verificar se houve uma resposta indireta com a selegéo para
a sobrevivéncia, foram obtidas estimativas dos coeficientes de correlagdo entre a
sobrevivéncia e os outros carateres. Com o periodo de desenvolvimento larval
foi moderada (r=0,6827; p<0,0001), com periodo letal foi alta (0,7219;
p<0,0001) e com a biomassa muito fraca (0,2932; p<0,0001).

Foi verificada a existéncia de variabilidade genética entre as progénies
de irmdos germanos em relacdo ao carater sobrevivéncia e, admitindo um
esquema seletivo em que apenas 11/42 das progénies foram selecionadas e um
controle parental igual a um, obteve-se uma resposta a selecdo para a
sobrevivéncia da populacéo coletada em Sinop MT de 2,17%.

A associagdo entre a sobrevivéncia e outros caracteres (periodo larval,
periodo letal e biomassa de pupa) foi observada diretamente por meio da
correlagdo fenotipica. Assim, a resposta & sele¢do para os trés carateres foi
estimada indiretamente (respostas correlacionadas). Sendo, 4,03 dias para o
periodo de desenvolvimento larval, 2,20 dias para o periodo letal e 9,26

miligramas para biomassa de pupa.



47

Tabela 3 Meédias genotipicas para porcentagem de sobrevivéncia, periodo de
desenvolvimento larval, periodo letal e biomassa de pupa da populacéo de
Spodoptera frugiperda coletada em Sinop — MT, sob sele¢do em proteinas
CrylA. 105 e Cry2Ab2 expressas em milho. Sete Lagoas-MG, 2015

Periodo de Periodo letal Biomassa
Progénies Sobrevivéncia (%) desenvolvimento (dias) pupa (Mg)
larval (dia)

1 9,16 . 3,96

2 9,16 . 12,44

3 9,16 . 10,05

4 9,16 . 5,55

5 9,16 . 4,75

6 9,16 . 5,55

7 9,16 . 7,93

8 9,16 . 8,73

9 9,85 24,79 . 179,72
10 12,20 24,13 . 175,96
11 9,16 . 8,73 .

12 9,16 . 8,73 .

13 13,50 26,10 . 195,39
14 9,50 37,89 . 218,01
15 9,29 37,56 . 312,47
16 10,59 31,99 . 234,54
17 10,61 32,32 . 207,26
18 11,19 33,96 . 222,89
19 9,36 31,09 . 210,52
20 10,64 31,99 . 201,77
21 12,81 33,30 . 230,84
22 10,13 28,06 225,43
23 9,16 . 11,11 .

24 9,50 25,77 . 206,27
25 11,27 21,19 . 184,67
26 9,32 25,77 . 220,05
27 13,76 25,54 . 215,36
28 10,29 23,48 . 194,91
29 10,93 23,48 . 218,54
30 9,52 23,15 . 198,11
31 11,36 23,80 . 201,48
32 9,16 . 7,93 .

33 9,73 21,83 . 204,81
34 11,74 19,22 . 180,03
35 15,27 23,80 . 195,99
36 11,72 23,80 . 210,77
37 10,95 19,21 . 168,13
38 11,13 18,24 165,63
39 9,16 . 5,55 .

40 10,15 . 6,34 .

41 12,90 22,82 223,97

42 12,60 22,82 208,24
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Também foram estimadas diferentes respostas de sele¢cdo para todos
carateres, em funcdo da propor¢do dos individuos selecionados (figura 1).
Observa-se que da propor¢do dos individuos selecionados a frequéncia da

resposta a selecéo, diminui.
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Proporcido dos individuos selecionados (10-2)

Figura 1 Resposta a selecdo para porcentagem de sobrevivéncia, periodo de
desenvolvimento larval, periodo letal e biomassa de pupa em funcéo
da proporcao dos individuos selecionados. Sete Lagoas — MG, 2015
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4 DISCUSSAO

A existéncia da variabilidade genética na populacdo é de fundamental
importancia para a evolucao da espécie e, pode ser definida como sendo todas as
diferencas entre os individuos relacionados pela descendéncia.

Significativa variancia genética foi detectada para todas as variaveis em
estudo, sugerindo que a variacdo fenotipica observada entre os insetos pode ter
origem genética. Estudos anteriores, reportando resultados com outras espécies
lepiddpteras, afirmam ter observado variagcdo genética para a resisténcia aos
eventos transgénicos, sugerindo a existéncia de mais de um loco afetando este
carater (JANMAAT; MYERS, 2011).

A partir das estimativas de componentes de variancia foi estimado outro
pardmetro de grande importancia para a evolucao da resisténcia da S. frugiperda
as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, a herdabilidade que expressa a
porcentagem da variancia fenotipica que é devida as variagGes proporcionadas
por fatores de natureza genética.

A estimativa da herdabilidade foi alta para a porcentagem de
sobrevivéncia, sugerindo que mais de 78% de variacdo fenotipica observada,
podem ter causas genéticas aditivas. Isto por outro lado pode ser indicativo de
que a heranca para a sobrevivéncia € condicionada por poucos genes.
Estimativas da herdabilidade de parametros relacionados com resisténcia foram
feitas anteriormente em diferentes culturas, expressando diferentes proteinas Bt.
Tabashnik (1992) elaborou um estudo de avaliacdo do risco de resisténcia
usando a herdabilidade da mortalidade e observou que as estimativas da
herdabilidade da resisténcia do B. thuringiensis em duas espécies lepiddpteras,
ndo foi consistente entre as avaliagcbes do campo e de laboratorio, sugerindo que
a baixa variacdo ambiental no laboratério, poderia superestimar a herdabilidade.

Outros trabalhos afirmam ainda que plantas com alta dose de proteina podem
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reduzir a herdabilidade, causando maior mortalidade das larvas heterozigotas
(ALINIA; COHEN; GOULD, 2000; GOULD, 1998; TABASHNIK, 1992).

Com alta acuracia seletiva verificada neste estudo para este carater
(0,8925), pode se inferir que existe grande confianca no valor genético predito e
gue os desvios absolutos entre os valores genotipicos verdadeiros e os estimados
sd0 muito menores e que a chance de reproducdo das médias fenotipicas deste
experimento nos préximos ciclos, aumenta.

A herdabilidade para as outras varidveis foi de 0,9491 para o periodo de
desenvolvimento larval, de 0,5641 para o periodo letal e 0,4418 para biomassa
de pupa. Mostrando que 4,91% de variacdo observada no periodo de
desenvolvimento larval, 56,41% no periodo letal e 44,18% na biomassa foram
devido as causas genéticas. Este resultado evidencia bom controle genético na
expressao dos caracteres avaliados e, mostra grande potencial para selegdo entre
os individuos, com perspectivas de altas respostas a selecao.

Onze progénies que apresentaram valor genotipico maior que zero,
correspondem a 11/42 das progénies testadas. Com a selecdo destas progénies
espera-se que a média fenotipica, aumente nos ciclos seguintes. Esta predi¢do
condiz com literatura sobre a evolucdo da resisténcia de populacGes de S.
frugiperda, as proteinas Bt em condigdes de campo, assim como de laboratério
(BERNARDI et al., 2015, LEITE et al., 2016; MONNERAT et al., 2015;
SANTOS-AMAYA et al., 2015; ZHU et al., 2015).

A maioria dos casos documentados da resisténcia desenvolvida em
lavouras Bt para S. frugiperda e outros insectos praga, pouco tempo depois da
liberacdo sdo as proteinas CrylF e CrylAb (FARIAS et al., 2014, 2015;
HUANG et al., 2014; STORER et al., 2012). Hernandez-Rodriguez et al.
(2013), comentam que as proteinas CrylAb e CrylAc competem completamente
com CrylFa em sitio de ligagdo. Assim, essas proteinas podem reconhecer e se

ligarem ao mesmo receptor a competicdo pelo mesmo sitio de ligacdo, pode ser
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uma evidéncia de que a alteracdo do sitio de ligacdo pode conferir resisténcia da
S. frugiperda, tanto para a proteina CrylA, como para a proteina CrylFa. Com
isto podemos concluir que existe muita chance de esta populagdo que apresenta
alta taxa de sobrevivéncia na selecdo com as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2
apresente também alta taxa de sobrevivéncia para a proteina Cryl1F.

Dada a dependéncia linear entre a sobrevivéncia dos insetos desta
populagdo em proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, a resposta a selecdo, foi
influenciada para periodo larval e biomassa de pupa pois estas carateristicas
estdo correlacionadas. Portanto, as larvas alimentadas com proteinas CrylA. 105
e Cry2Ab aumentavam em 5,89 dias o periodo de crescimento larval, e 10,146
miligramas de biomassa de pupa. Um aumento médio de 3,17% para a
sobrevivéncia pode ser observado. Os individuos com resposta positiva para
sobrevivéncia deixam mais alelos para geragfes seguintes, contribuindo desta
forma para a evolucdo da resisténcia da populacdo coletada em Sinop, as
proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2.

Em um estudo trabalhando com outra populagdo de S. frugiperda,
Santos-Amaya et al. (2015) reportam que as larvas alimentadas com proteinas
Cry1A.105 e Cry2Ab diminuiam em trés dias o ciclo de crescimento, sem afetar
a biomassa da pupa e a sobrevivéncia do adulto. Estes autores afirmam que esse
efeito tem consequéncias negativas para a aptiddo do adulto, evidenciando-se na
taxa de reproducdo e em todos os parametros que descrevem o potencial de
crescimento da populagdo. Esta resposta com sentido ndo coincidente entre este
trabalho, e, 0 comentado anteriormente, pode ter origem fenotipica (pleiotropia,
ligacdo, desvios genéticos ndo aditivos e desvios de ambiente). Embora exista
necessidade de distinguir a correlagdo genética da ambiental, somente a
correlagdo fenotipica foi observada.

Resultados similares (aumento do periodo larval) foi obtido por Bernardi

et al. (2015), comentam que larvas alimentadas com folhas, expressando a
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proteina Vip3A, aumentaram em 1,5 dias o periodo de desenvolvimento. Por
outro lado, Leite et al. (2016) ndo encontraram custo adaptativos, associados a
resisténcia, quer para a sobrevivéncia ou ao crescimento larval em folhas de
milho, para a proteina Cry1F.

Com a predicdo dos valores e das meédias fenotipicas promoveu-se
shrinkage (efeito encolhimento) das médias fenotipicas. Nestas médias foram
eliminados os efeitos residuais do ambiente, embutidos nos dados fenotipicos e
garantia de inferéncias mais precisas e mais realistas. As progénies 10, 13, 27,
35, 41 e 42 (tabela 3), que mostram um grande deslocamento em relacdo a
média, apresentam maior frequéncia de alelos para a sobrevivéncia e se a
recombinagdo acontecer entre individuos destas progénies, pode rapidamente
aumentar a média da populagdo. Com isto pode-se entender que existe na
populagdo, individuos geneticamente adaptados capazes de gerar resisténcia para
as proteinas Cry1A.105 e Cry2Ab2.

Por outro lado, o aumento da proporcdo dos individuos selecionados,
promove uma reducgdo da frequéncia alélica e, por conseguinte uma reducéo na
resposta a selecdo. Com isto, pode-se reforcar a informacao de que, quanto mais
individuos pouco adaptados, mais chances de a quebra de resisténcia precisar de
mais tempo para acontecer e vice-versa.

Nos trabalhos supracitados foi necesséario realizar varios ciclos de
selecdo para se obter a resposta de selecdo. Com este método utilizado no
presente estudo, foi possivel alcangar resultados compativeis, usando apenas um
ciclo de selecédo indicando ser metodologia adequada para se fazer predi¢Ges de
evolucgdo de resisténcia dos insetos pragas aos eventos transgénicos.

Assim, os resultados do estudo aqui exposto, com a metodologia
proposta sdo compativeis para aumentar o poder de previsdo dos métodos para

retardar ou superar a evolucdo da resisténcia dos insetos-praga as proteinas Bt.
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5 CONCLUSOES

A maior propor¢do da variabilidade observada nestas progénies,
avaliadas para a sobrevivéncia na pressdo da selecdo com as proteinas CrylA.
105 e Cry2Ab2, expressas em milho, foram ocasionadas por causas genéticas.
Observou-se também herdabilidade de grande magnitude para todas as
carateristicas avaliadas.

A acuracia seletiva obtida em todas as carateristicas avaliadas, indica
boa confiabilidade na avaliacdo e na predi¢ao dos parametros genéticos.

Existe uma relagdo linear entre a sobrevivéncia e outros carateres
(periodo larval, periodo letal e biomassa de pupa) e com isso a resposta a selecdo
foi influencia para estes caréateres, tendo sido de cerca de quatro dias para o
periodo de desenvolvimento larval e cerca de nove miligramas para biomassa de

pupa. A resposta a selecdo para sobrevivéncia foi de 2,17%.
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CAPITULO 3

Evolucéo da resisténcia de populacgdes de lagarta-do-cartucho em selecéo
com proteinas CrylA.105 e Cry2Ab2
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1 INTRODUCAO

Na evolucdo natural, bem como no melhoramento genético, as
populagdes estdo sendo, constantemente, submetidas a crivos pelos quais s6
passam os individuos superiores. Nesse caso continuado de peneiramento, a
forca primordial é a selecdo, de tal modo que sdo favorecidos na reproducdo,
apenas o0s individuos que se apresentam superiores em determinadas
carateristicas (FERREIRA, 2006).

A selecdo natural dos insetos-praga e/ou progénies resistentes aos
eventos transgénicos e a recombinagdo destes individuos selecionados a cada
ciclo de producdo de milho, pode aumentar a frequéncia dos individuos
resistentes na populagédo de insetos (ATSUMIA et al., 2012; JANMAAT et al.,
2004; PEREIRA et al., 2010; YE et al., 2012).

Desde que a tecnologia de plantas geneticamente modificada para o
controle de pragas foi liberada para a comercializagdo no Brasil, o controle de
lepidopteros-pragas usando a tecnologia Bt foi a melhor alternativa até que
comecgaram a surgir populacfes de Spodopera frugiperda (J. E. Smith, 1797)
(Lepidotera: Noctuidae) resistente as proteinas expressas em milho
(BERNARDI et al 2015; FARIAS et al 2014; STORER et al., 2010). Assim, o
potencial de evolucdo da resisténcia de populacbes de insetos as proteinas Bt
esta se tornando cada vez menos sustentavel, com aumento do numero de relatos
de populages significativamente menos susceptiveis as proteinas Bt expressas
em milho (BERNARDI et al., 2015, MONNERAT et al., 2015; ZHU et al.,
2015).

A evolugdo da resisténcia da populacdo de insetos-praga é um aspecto
de fundamental importancia a ser observado em programas de manejo de pragas
(IVES et al., 2011). A estimativa possibilita a integracdo de ferramentas que

aumentem a eficiéncia de métodos de manejo de resisténcia.
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Existe algumas metodologiasque podem ser empregadas para estimar o
progresso genético de qualquer espécie. A maioria das analises é baseada em
dados que, em virtude de elevado grau de desbalanceamento e da dindmica dos
programas pela constante insercdo ou retirada de um dos efeitos, torna a andlise
muito trabalhosa e necessitando de softwares estatisticos robustos. Portanto,
métodos que permitam estimar 0 progresso genético de forma mais eficiente e
acurada, sdo importantes (BORGES et al., 2009; BRESEGHELLO; MORAIS;
RANGEL, 1998; DIEZ RODRIGUEZ; OMOTO, 2001; RESENDE, 2007).

A estimativa periodica do progresso genético na sele¢cdo dos insetos
resistentes as proteinas Bt é fundamental para orientar 0s entomologistas a
respeito da evolugdo de resisténcia dos insetos-praga e possiveis alternativas que
poderiam ser adotadas para ampliar eficiéncia no controle da mesma. . Do
exposto, foi realizado o presente trabalho, com o objetivo de estimar o progresso
genético apds trés ciclos de selecdo de Spodoptera frugiperda oriunda de duas
regides geograficas distintas do pais, as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de insetos

Foram utilizadas duas populagbes coletados S. frugiperda em duas
regibes distintas do pais expostas a proteina CrylA. 105 e Cry2Ab2: (1)
SIMAGRO e (2) PRUMO, proveniente de uma coleta de campo com milho
expressando as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2 nos campos da Embrapa em
Sinop-MT:  11°51°51”’s, 55°30°09°W e Sete Lagoas: 19°28°79”’S,
44°10°55°W. As lagartas foram acondicionadas em coletores universais de 50
ml e levadas ao laboratério de Ecotoxicologia e Manejo de Insetos da Embrapa
Milho e Sorgo, mantidas a uma temperatura de 27+2°C, umidade relativa de
60+10% e fotofase de 12 horas.

O sistema de producdo agricola em SINOP-MT é caraterizado por um
aumento de milho safrinha e de culturas de verdo (milho e soja), expressando
proteinas Bt (Celeres, 2016) e muitas vezes esta sucessdo pode ndo estar
acompanhada de rotacdo da proteina, aumentando assim a pressdo de sele¢do, e,
em Sete Lagoas o sistema de producédo é diferente, com culturas principais de
verdo e a area de colheita caraterizada por existéncia de varias cultivares entre
Bt e ndo-Bt (area experimental da Embrapa Milho e Sorgo). Isto faz com que as
duas populag@es sejam diferentes quanto a exposi¢do as proteinas.

As lagartas de S. frugiperda coletadas em campos de producdo com
milho expressando as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, foram mantidas em
laboratdrio sem pressdo da proteina Bt por dois ciclos até completarem o ciclo
de desenvolvimento com uma dieta artificial a base do feijdo adaptada de Kasten
Junior, Precetti e Parra (1978), sem exposi¢cdo das proteinas Bt. Quando
completaram o ciclo, as mariposas foram deixadas em um esquema de

acasalamento aleatério.
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Para o acasalamento foram usadas gaiolas de tubo PVC de 30 cm de
didmetro e 50 cm de altura, pregada internamente com papel, tipo sulfite, para as
fémeas depositarem seus ovos, onde foi mantido algoddo umedecido e dieta para
os adultos (solucdo de acucar, acido ascOrbico e agua). Cada populagdo de
mariposas foi mantida até o quarto dia, onde foram retiradas as posturas das
gaiolas. Essas posturas foram identificadas e mantidas na sala (26+2C,

60+£10%UR e 12 horas de fotofase) até a eclosdo das lagartas.

2.2 Dinamica dos ciclos seletivos

O processo foi ciclico que envolveu a obtencdo das progénies, avaliagdo
e recombinacdo das sobreviventes para constituir o ciclo seletivo subsequente.

No final de cada ciclo, os adultos foram mantidos em um esquema de
acasalamento aleatério ao longo de todos os ciclos (quatro ciclos com a
populagdo SIMAGRO e trés ciclos para a populacio PRUMO). Foram usadas
gaiolas de tubo PVC de 30 cm de didmetro e 50 cm de altura. Internamente foi
acondicionado papel tipo sulfite, para que as fémeas depositassem seus ovos.
Também foi mantido no interior da gaiola, algoddo umedecido e dieta para os
adultos (solucdo de acucar, acido ascorbico e agua). A populacdo de mariposas
foi mantida por quatro dias, onde foram retiradas as posturas das gaiolas. Essas
posturas foram identificadas e mantidas na sala (26£2°C, 60+10%UR e 12 horas

de fotofase) até a eclosdo das lagartas.
2.3 Milho expressando proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2
O milho DKB 390 VT PRO® que expressa a forma ativa das proteinas

CrylA. 105 e Cry2Ab2 foi semeado, semanalmente, no campo experimental da

Embrapa Milho e Sorgo. Os tratos culturais foram realizados de acordo com as
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recomendacdes para o cultivo do milho (CRUZ, 2010), sem aplicagdo de
inseticidas e fungicidas.

As plantas de milho de onde foram retiradas as folhas ofertadas aos
insetos, foram testadas para expressdo qualitativa de CrylA. 105 e Cry2Ab2. As
amostras foram submetidas a imunodeteccdo da proteina, usando tiras
ImmunoStrip STX 10301/0050 (Agdia Inc., Elkhart, IN, EUA), conforme

instrugdes do fabricante.

2.4 Conducéo do experimento

Sobrevivéncia

Vinte e quatro lagartas neonatas (<24 horas), gerados por cada
populagdo, constituiam uma repeticdo. Essas lagartas foram depositadas em um
pote contendo folhas de milho que expressavam as proteinas CrylA. 105 e
Cry2ADb2. Trés dias depois, foram contabilizadas as lagartas vivas e mortas para
se conhecer 0 numero total das lagartas que formaram a repetic&o.

As lagartas que sobreviveram depois dos trés dias no pote foram
individualizadas em copos plasticos de 50 ml, tampados com uma tampa de
acrilico para evitar morte por canibalismo. A cada trés dias, as folhas foram
trocadas até atingir a fase de pupa. As lagartas mortas foram descartadas e o
experimento continuou com as sobreviventes. No final do ciclo, quando os
adultos emergiram, foram contabilizados para se determinar a porcentagem de

sobrevivéncia.

Periodo de desenvolvimento larval
O periodo de desenvolvimento larval de S. frugiperda foi determinado a
partir do dia da ecloséo das larvas, até o primeiro dia em que se observou a pupa.

As observacgoes foram realizadas a cada trés dias.
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Biomassa de pupa
A biomassa foi registrada em balancga de precisdo (0,1 mg) no primeiro

dia que a pupa foi observada.

2.5 Analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
com dois tratamentos (Populacdo SIMAGRO e Populagdo PRUMO).

Sobrevivéncia

Para a sobrevivéncia das lagartas as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, o
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. A parcela
foi constituida por 24 larvas, ou seja, 24 larvas por repeticao.

Tendo os dados descritos proporgdes de sucessos em certas amostras,
admitiu-se o modelo binomial para explicar os dados apresentados. Optou-se
também por usar a funcdo de ligacdo logit como forma de transformacdo do
valor esperado que se deseja modelar. Um desbalanceamento foi observado em
relacdo ao nimero de repeticdes, para efetuar o ajuste do modelo generalizado
proposto, para 0 conjunto de dados de sobrevivéncia foi utilizado o
procedimento GLIMMIX do SAS. SAS (Statistical Analysis System) versdo 9.3
(SAS INSTITUTE, 2013). As proporgdes de insetos sobreviventes obtidas a

partir de contagem de insetos foram analisadas conforme o modelo:
yi = Bin(n;,m;), (i =1,2)
Em que:

nini Corresponde ao nimero de sobreviventes; mimi a probabilidade de

sobrevivéncia dos insetos devido a pressdo de sele¢cdo com as proteinas CrylA.
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T
1-Tt3

105 e Cry2Ab2 na parcela usando log( ): Yijklog(%) = Yijk como

funcéo de ligacdo. A resposta a selecdo foi obtida por:

Vije = 1+ gi + ¢+ (90)ij + &ijic

Em que:

Yijk Yijk: observagdo da progénie i, na parcela k dentro da repeticao j;
up: Constante associada as estimativas

g;g;: Efeito fixo da i-ésima populagéo (i = 1, 2);

¢jc;: Efeito fixo do j-esimo ciclo (j=1,2,3);

(g0)i5(gc)y; Efeito da interacdo entre as populagdes e os ciclos;

&ijkEijk- Erro aleatdrio associado as parcelas ijk.

Periodo de desenvolvimento e biomassa na fase de pupa

Um desbalanceamento foi observado em relagdo ao numero de
repeticbes e de ciclos, e, para efetuar o ajuste do modelo proposto para o
conjunto de dados de periodo desenvolvimento e biomassa de pupa, foi utilizado
0 procedimento MIXED do SAS. SAS (Statistical Analysis System) verséo 9.3
(SAS INSTITUTE, 2013). Os dias de desenvolvimento e letal assim como a

biomassa na fase de pupa foram analisados conforme o modelo:

Yije = 1+ gi + ¢+ (cg)ij + &ijic
Em que:
Yiji: observagdo da progénie i, no bloco j dentro da repeticéo k;
w: Constante associada as estimativas
g;: efeito fixo da i-ésima populagdo (i = 1, 2);
¢;: Efeito fixo de j-ésimo ciclo (j=1, 2, 3);

(cg)y;: Efeito da interagdo entre as populagdes e os ciclos;
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&;jk- Erro aleatorio associado as parcelas ijk.

A resposta a selegdo foi calculada de forma independente para cada
populacdo e como regressdo linear, usando as médias nas trés varidveis e 0s
ciclos.

Para estimar o estddio de adaptacdo das duas populacbes de S.
frugiperda as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2 expressas em milho, foi utilizado
indice de adaptagdo (IA) proposto por Waquil et al. (2016):

IA = SBL*BP/PDL

Em que: SBL = Taxa de sobrevivéncia, BP= biomassa de pupa e PDL=
periodo de desenvolvimento larval. Como foi verificada muita variagdo no IA,
foi estimado o indice relativo de adaptacdo (IRA) tomando como referéncia a
dieta artificial.

IA folhas milho

IRA =
IA dieta artificial

Em que IA folhas = indice de adaptacdo das larvas alimentadas com
folhas de milho expressando as duas proteinas, e, IA dieta artificial =indice de

adaptacéo das larvas alimentadas com dieta artificial.
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3 RESULTADOS

A populacdo SIMAGRO apresentou em meédia maior porcentagem de
sobrevivéncia do que a populacio PRUMO. A sobrevivéncia das larvas da
populagdo SIMAGRO variou de 5,75+0,38 a 17,56+2,21%, tendo alcancado a
maior sobrevivéncia no segundo ciclo seletivo, enquanto que a PRUMO variou
de 0,5345+1,9896 a 11,11+6,1346 %.

O desempenho das duas populages em cada ciclo foi diferente no
segundo e terceiro ciclo. E o segundo ciclo apresentou em média maior
porcentagem de sobrevivéncia atingindo com a populagdo SIMAGRO
17,56+2,21% de sobrevivéncia.

A populacdo PRUMO no primeiro ciclo apresentou um intervalo de
confianga com maior magnitude e no terceiro ciclo atingiu média zero
(0,5345+1,9896). No entanto a populagdo SIMAGRO no terceiro ciclo apresenta
ainda uma porcentagem de sobrevivéncia de 17,56+2,21 %.
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Figura 1 Porcentagem de Sobrevivéncia (x intervalo de confianca) de
Spodoptera frugiperda por populagdo em funcdo dos ciclos seletivos
em proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, Sete Lagoas — MG, 2015

Para cada ciclo, ndo foi observada diferenca significativa entre as duas
populagdes, contudo foi observada diferenga significativa quando comparada de
forma independente as populagdes do primeiro ao ultimo ciclo seletivo. Ou seja,
o0 periodo de desenvolvimento larval ndo deferiu entre as populagbes no mesmo
ciclo. Mas, o periodo de desenvolvimento larval de cada populagéo deferiu de
um ciclo para o outro tendo variado de 20,33+2,52 a 27,67+2,52 dias (figura 2).

A alimentagdo das larvas das duas populacBes de S. frugiperda com
folhas de milho expressando proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2 resultou em um
aumento significativo do periodo de desenvolvimento larval ao longo dos ciclos

seletivos.
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Figura 2 Periodo de desenvolvimento larval (+ intervalo de confianca) da
Spodoptera frugiperda por populagdo em funcdo dos ciclos seletivos
com proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, Sete Lagoas — MG, 2015

A alimentacdo das larvas com folhas de milho expressando proteinas
CrylA. 105 e Cry2Ab2 teve efeito na biomassa de pupa.

Analisando separadamente as duas populagdes, pode-se observar que a
biomassa do segundo e terceiro ciclos na populagdo SIMAGRO, néo deferiram
significativamente (sobreposi¢cdo dos intervalos de confianga), no entanto foi
inferior em relagdo ao primeiro ciclo.

Para a populagdo PRUMO, o primeiro e o segundo ciclo ndo apresentaram
diferenca significativa de massa de pupa e foi superior quando comparada com a

de terceiro ciclo (figura 3).
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Figura 3 Biomassa de pupa (£ Intervalo de confianga) da Spodoptera frugiperda
por populacdo em fungdo dos ciclos seletivos em proteinas CrylA. 105
e Cry2Ab2, Sete Lagoas — MG, 2015

A resposta a selecdo obtida a partir de coeficiente da regressao linear foi
diferente para as duas populacbes. O coeficiente de determinagédo, que mede o
ajustamento da reta aos dados foi bom para a populacio PRUMO (R?=0,8733) e
moderado para a populacio SIMAGRO (R’=0,4871). Ou seja, 87,33% da
variagdo na populagdo PRUMO é explicada pelo modelo, enquanto que para a
populacdo SMAGRO 48,71% é explicado pelo modelo.

Em média a redugdo de 5,29% por ciclo, enquanto que a populagdo

SIMAGRO, a resposta a sele¢do foi em média de 2,25% por ciclo seletivo.
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Figura 4 Resposta a selecdo para porcentagem de sobrevivéncia de populagdes
de Spodoptera frugiperda as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, Sete
Lagoas — MG, 2015
As diferencas observadas de um ciclo para outro em cada populagédo
resultaram em ganho médio de 2,67 (cerca de trés dias) dias para populacao
SIMAGRO e 3,33 dias (cerca de trés dias) para a populagdo PRUMO (figura 5).
O coeficiente de determinacdo foi 6timo, para as duas populacdes. Na
populagdo SIMAGRO 99,48% da variacdo foi explicado pelo modelo e 85,96 na
populacdo PRUMO, foi explicado pelo modelo.
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Figura 5 Resposta a selecdo para o periodo de desenvolvimento larval em
populagdes Spodoptera frugiperda as proteinas CrylA. 105 e
Cry2Ab2, Sete Lagoas — MG, 2015

Estas diferengas resultaram em uma perda média da massa de pupa de
17,64 miligramas por ciclo para cada pupa da populacdo SIMAGRO e 14,93
miligramas por pupa para a populacdo PRUMO (figura 6).

O coeficiente de determinacéo explica 84,61 % da variacdo, enquanto

que para a populacdo PRUMO 58,68% da variacado é explicada por modelo.
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Figura 6 Resposta a selecdo para biomassa de pupa nas duas populagdes de
Spodoptera frugiperda as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, Sete
Lagoas-MG, 2015

Também foi determinado o indice de adaptacdo (IA), que resume as
variaveis sobrevivéncia, periodo de desenvolvimento larval e biomassa na fase
de pupa, revelando o nivel de toxicidade das proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2
para as populagdes de S. frugiperda avaliadas. Assim, na populacdo SIMAGRO
foi maior no segundo ciclo (1A=1,37), seguido do terceiro ciclo (1A=0,98) e
finalmente primeiro ciclo (1A=0,58). Para a populacdo PRUMO houve reducéo
do primeiro ao terceiro ciclo tendo sido respetivamente 1,12; 0,19 e 0,03.

Como foi verificada muita variacdo, estimou-se o indice relativo de adaptagdo
(IRA) que consistiu na razdo do IA do inseto alimentado com folhas de milho
expressando as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2 e a dieta artificial. Para a

populagdo SIMAGRO o IRA foi para ciclo 1, ciclo 2 e ciclo 3 respectivamente
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0,0453; 0,1171 e 0,0948 e populagdo PRUMO 0,0856; 0,0174 e 0,004 para 0s

ciclos um, dois e trés respectivamente.
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4 DISCUSSAO

Uma resposta variavel da sobrevivéncia por ciclo foi observado para
cada populacdo. Esta variacdo caraterizada por aumento e reducdo pode ser
causada pela variacdo de niveis de proteina na planta em diferentes épocas da
producdo e em diferentes estdgios de desenvolvimento da mesma, levando a
diferentes respostas biologicas dos insetos, permitindo a sobrevivéncia
diferencial dos insetos.

Foi detectado progresso com a selecdo da populagdo SIMARGO,
sugerindo que esta populacdo apresenta uma frequéncia alélica favoravel para
sobrevivéncia as duas proteinas, CrylA. 105 e Cry2Ab2.

Bernardi et al. (2015) comentam que para as estratégias mais usadas,
para retardar a resisténcia dos insetos pragas a eventos transgénicos (alta dose e
reflgio) tenham sucesso € preciso que, entre varios fatores, a frequéncia inicial
do alelo que confere a resisténcia, seja baixa. Contudo, resultado deste estudo é
indicativo de alta frequéncia alélica para a sobrevivéncia a estas proteinas.

Por outro lado Tabashnik, Brévault e Carriere (2013) comentam que
estudos publicados a partir de 2012, relatam andlises estatisticas que associam
padrdes observados de resisténcia desenvolvida em campo e efeitos previstos de
dois principais parametros bioldgicos, a dominancia da resisténcia e a frequéncia
inicial do alelo que confere a resisténcia. Fazendo uma associagdo entre 0s
estudos comentados por Tabashnik Brévault e Carriére (2013) e com o0s
resultados aqui discutidos, pode-se entender que para a populacdo SIMAGRO,
existem muitas chances para o0 progresso da propor¢do de individuos
sobreviventes em selecdo as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2 (quebrando
resisténcia) se as estratégias de manejo para retardar a evolugdo da resisténcia,

ndo forem tomadas a tempo.
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Tabashnik (1992) comenta que quatro a seis geracdes de selegdo séo
suficientes para se detectar resposta com a selecdo, desde que a frequéncia de
alelos para a sobrevivéncia dos insetos esteja presente. A populacdo SIMAGRO
ndo precisou de muitas geracfes para se detectar uma evolucdo significativa da
proporcdo de individuos sobreviventes, sugerindo que a frequéncia alélica para
este carater é alta nesta populacdo e que a metodologia aqui aplicada foi
eficiente para ter resposta em muitos poucos ciclos.

A resposta a selegdo para o periodo de desenvolvimento aumentou em
cerca de trés dias para cada uma das populagdes. Este resultado corrobora com
as predicOes apresentadas no capitulo 2 desta tese. Contudo, resultado contrario
(reducdo de trés dias) foi reportado por Santos-Amaya et al. (2015). Esta
diferenca pode ser resultado das diferengas nas condi¢des climaticas, adaptado
nos dois estudos. Santos-Amaya et al. (2015) consideraram 27+3°C, 70£15% de
umidade relativa e 14 horas de fotofase. A associacao entre duas caracteristicas
pode ser observada diretamente como um conjunto dos desvios de ambiente,
assim como dos desvios genéticos nao aditivos.

Os indices relativos de adaptacdo calculados para as larvas das duas
populagdes alimentadas com folhas de milho expressando as proteinas CrylA.
105 e Cry2Ab2,foram maiores no segundo ciclo. Isto sugere que as populagdes
ja apresentam resisténcia para as duas proteinas em estudo. Contudo, a reducao
verificada posteriormente, pode ser indicativa da existéncia de um fator ndo
genético (variagdo de nivel de proteina na planta, condigdes climaticas do
laboratério, entre outros) influenciando estes carateres.

Um intervalo de confianca para populagido PRUMO no primeiro ciclo
foi de grande magnitude, sugerindo baixa variabilidade dos individuos deste
ciclo. Uma das premissas para a evolugdo da resisténcia é a existéncia da
variabilidade genética na popula¢do. Assim, esta populacdo apresentou uma

regressdo significativamente alta (reducdo significativa da taxa de
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sobrevivéncia). Isto pode significar que a tecnologia é ainda bastante sustentavel
para esta populacdo. A frequéncia de alelos ndo favoraveis para a sobrevivéncia
¢ ainda alta. Contudo, técnicas de manejo devem continuar a ser o grande
segredo para que a tecnologia continue alcangcando éxito.

A resposta negativa foi observada na biomassa das pupas para as duas
populagdes, sugerindo que a frequéncia de alelos responsaveis pelo ganho de
peso foi alta no inicio e foi decrescendo assim que a selecdo ia prosseguindo.
Contudo, Janmaat e Myers (2011) estudando variacdo genética nos parametros
adaptativos (peso da pupa, periodo até a fase de pupa e mortalidade) associada
aa resisténcia do B. truringiensis em machos e fémeas de Trichoplusia ni,
observaram que uma correlagdo positiva entre amassa de pupa macho e a
susceptibilidade ao B. truringiensis. Vérios fatores ndo genéticos podem estar
associados a estas diferencas de resultados.
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5 CONCLUSOES

A populacdo SIMAGRO apresentou alto potencial para proporcionar
descendéncia adaptada as proteinas CrylA. 105 e Cry2Ab2, enquanto que a
populagdo PRUMO apresenta baixo potencial. As respostas alcancadas com a
selecdo na populacdo SIMAGRO foram positivas (maior adaptacdo) para a taxa
de sobrevivéncia e periodo de desenvolvimento, enquanto que para a populacéo

PRUMO s6 foram positivos para o periodo de desenvolvimento.
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