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RESUMO

O sistema RRiskBtWeb foi desenvolvido para avaliacdo de risco de evolucao de resisténcia de
insetos a toxinas Bt expressas em culturas transgénicas. A evolucdo de resisténcia de insetos a
qualquer agente de controle é um processo natural e contribui para a reducdo da vida util da
tecnologia. RRiskBtWeb é uma versdo WEB do software RRiskBt, desenvolvido em Visual
Basic, em 2003. Naquela época, ndo era ainda permitido o cultivo de plantas transgénicas no
Brasil e o software foi construido para auxiliar no estabelecimento de estratégias preventivas
de manejo de resisténcia, anteriores a liberacdo da tecnologia de plantas transgénicas
inseticidas. Recentemente, ap6s 2013, comecaram a surgir falhas de controle de importantes
lepidépteros-praga nas lavouras de milho transgénico, acarretando sérios danos econdmicos
nos sistemas de producdo. Esse evento motivou o desenvolvimento da versao mais acessivel
aos usuarios em geral, o RRiskBtWeb, que pode ser executado em qualquer computador com
um navegador de Internet. Esse sistema simula o processo de evolugdo da resisténcia em
diferentes cenarios, gerando informacdes cientificamente embasadas para auxilio a tomada de
decisdo sobre estratégias de manejo da resisténcia, especialmente o tamanho de reftigio.

PALAVRAS-CHAVE: RRiskBtweb, Bacillus thuringiensis, culturas inseticidas.

ABSTRACT
The RRiskBtWeb System was developed for assessing the risk of insect resistance evolution
to Bt toxin expressed in transgenic insecticidal crops. Insect resistance evolution in response

to any control agent is a natural process, which contributes to reduction of the technology
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useful life. RRiskBtWeb is a Web version of the RRiskBt software, developed in Visual Basic
language in 2003. At that time, cultivation of transgenic crops was not still allowed in Brazil;
the software was constructed as a tool for helping definition of preventive resistance
management strategies, before liberation of the insecticidal plant technology. Recently, after
2013, control failures of important Lepidopteran pests started to appear in transgenic crop
fields, leading to serious economic damage in the corn production systems. Such event
motivated the development of a more accessible version, the RRriskBtWeb, which can be run
in any computer with Internet browser. This system simulates resistance evolution process in
different scenarios thus generating scientifically sound information for helping decision
making on resistance management strategies, specially the refuge size.

KEYWORDS: RRiskBtweb, Bacillus thuringiensis, insecticidal crops.

INTRODUCAO

Culturas transgénicas que expressam genes que codificam para a producdo de toxinas da
bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), sdo cultivadas em varios paises desde 1996. As toxinas Bt
sdo ativas contra algumas espécies de pragas das ordens Lepidoptera, Coleoptera e Diptera.
Por esse motivo, as culturas nas quais esses genes foram incorporados sdao chamadas plantas
transgénicas inseticidas. O principal risco ambiental associado a adocdo das culturas
inseticidas é a evolugdo de resisténcia das pragas-alvo a essas toxinas, processo que pode ser
retardado pela adocdo de estratégias de manejo. A principal estratégia adotada é o uso de
materiais genéticos que expressem a toxina Bt em alta concentracdo nos tecidos da planta,
combinada com adocdo de refugios estruturados. Os refligios sdo areas ocupadas por plantas
do mesmo hibrido ou variedade da cultura transgénica, mas que ndo expressem a toxina
(ILSI-HESI, 1998; USEPA, 2001; SCIENTIFIC ADVISORY PANEL, 2001). A modelagem
matematica é a ferramenta utilizada para definicdo do tamanho e localizacao dos refigios,
uma vez que experimentos em campo para monitorar evolucao de resisténcia em diferentes
cenarios sao impraticaveis.

O sistema RRiskBtWeb é uma versao Web do Software RRiskBt (ndo registrado),
desenvolvido em Visual Basic por Maia et al. (2003). Naquela época, ndo era ainda permitido
o cultivo de transgénicos no Brasil e o uso de modelos seria 1til para o estabelecimento de
estratégias preventivas anteriores a adocdo da tecnologia de plantas inseticidas. O software
RriskBT foi utilizado no dmbito do projeto internacional intitulado International Project on

GMO Environmental Risk Assessment Methodologies, (http://www.gmoera.umn.edu/) num
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estudo de caso sobre avaliacdo de risco de resisténcia da lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda) a toxinas Bt expressas na cultura do algodao.

O modelo matematico que serviu de base para o desenvolvimento do software
RRiskBt, codificado em linguagem Java (Caprio,1998a), estava disponivel, a época, sem
restricao de acesso; seus fundamentos tedricos estdao descritos em Caprio (1998b). Trata-se de
um modelo deterministico para simular a evolugdo de resisténcia via projecdes pontuais da
frequéncia do alelo de resisténcia (FreqR) a toxina Bt incorporada numa cultura transgénica,
na populacdao de uma praga-alvo, ao final de cada geracdo da praga, em diferentes cenarios.
Os cenarios sao definidos pelo tamanho da area de refigio (area ocupada pela cultura
convencional, ndo transgénica) e pelo manejo de pragas nessa area (USEPA, 2001). No
software RRiskBt, foram incorporados médulos para andlise de sensibilidade e incertezas nao
contempladas no Modelo de Caprio (Caprio,1998a). Recentemente, ap6s 2013, comecaram a
surgir falhas de controle de diversas pragas do milho em materiais Bt, o que ocasionou o
resgate do interesse pelos modelos de evolucdo de resisténcia de insetos a culturas inseticidas.
Esse evento, motivou a construcdo de uma versao Web do RRriskBt, para atendimento a
demanda dos setores envolvidos.

O sistema RRiskBtWeb foi construido para ser executado a partir de um navegador e
pode ser acessada em qualquer ambiente (IBM AIX, Linux, FreeBSD, Windows, MacOS,
etc.) enquanto a versao em Visual Basic (RRiskBt) roda apenas em ambiente Windows. A
disponibilizacdo desse sistema é uma demanda de diferentes setores envolvidos na pesquisa
sobre manejo da evolugdo da resisténcia de insetos em culturas transgénicas inseticidas.

O objetivo deste trabalho é apresentar o sistema RRiskBtWeb e demonstrar sua
utilidade na geracdo de informacgdes técnico-cientificas para auxilio a definicdo de politicas
publicas relacionadas a regulamentacdo do manejo preventivo da resisténcia de insetos,

fundamentado na adocgdo de areas de refugio.

MATERIAL E METODOS
O Sistema RRiskBtWeb foi desenvolvido utilizando as linguagens HTML, CSS, e JavaScript,

para simular o processo de evolucdo da resisténcia a toxina Bt, em populacoes de insetos-
praga de culturas transgénicas inseticidas. E uma versio do software RRiskBt (ndo
registrado), desenvolvido em 2003 (MAIA, 2003).

O software RRIskBt
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O software RRiskBt, construido em linguagem Visual Basic, foi baseado no modelo
deterministico de Caprio (CAPRIO, 1998a e CAPRIO, 1998b), para gerar projecoes da
frequéncia de insetos resistentes a toxina Bt, em populacdes de pragas-alvo das culturas de
milho e algoddo Bt, a partir de informacGes sobre: i) caracteristicas da cultura transgénica; ii)
genética de resisténcia, sobrevivéncia e dispersdo da praga-alvo e iii) fatores operacionais do
manejo de pragas area da cultura ndo transgénica (reftigio) (MAIA, 2003; MAIA e
DOURADO-NETO, 2004).

No modelo de Caprio e versoes dele derivadas (RRIskBt e RRiskBtWeb), considera-se
que a resisténcia é governada por um par de genes com dominancia incompleta: os individuos
homozigotos recessivos (RR) sdo resistentes a qualquer concentragdo da toxina Bt expressa
nos tecidos da planta, os heterozigotos (RS) podem ser resistentes ou susceptiveis,
dependendo da concentracao da toxina e os individuos SS sdo susceptiveis.

A evolucado da resisténcia é quantificada pelas frequéncias do alelo R (FreqR) ou do
gendtipo RR (FreqRR), ao longo das geracGes da praga, até ser atingida uma frequéncia
critica (FreqCritica) definida pelo usuario. Os parametros de entrada do modelo (input data)

sao descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Dados de entrada para simular a evolucdo da resisténcia a toxina Bt em pragas-alvo, utilizando o

modelo deterministico de Caprio.

Parametro Descricao

AreaDeRefugio Proporgdo da area total ocupada pelo reftigio

FreqInicial Frequéncia inicial do alelo de resisténcia (R) na area de refigio

FreqCritica Frequéncia critica do alelo R na érea da cultura transgénica

SFImatRef Sobrevivéncia da lagarta-do-cartucho durante a fase imatura, na area de reftigio.

CoefEndogamia Coeficiente de endogamia da populacado da lagarta-do-cartucho

SFImatSStran Sobrevivéncia da subpopulacdo SS durante a fase imatura na area da cultura
transgénica

SFImatRRtran Sobrevivéncia da subpopulacdio RR durante a fase imatura na area da cultura
transgénica

SFImatRStran Sobrevivéncia da subpopulacdo RS durante a fase imatura na 4rea da cultura
transgénica

DispPRErand Proporcao de individuos de cada habitat que se dispersa de forma aleatéria na area

total antes do acasalamento
DispPOSrand Proporcdo de individuos com dispersdo pré-acasalamento restrita aos respectivos

habitats de origem que se dispersa de forma aleatéria na éarea total ap6s o

acasalamento

No RRiskBt, também foram incorporados ao modelo de Caprio, médulos de andlise de
sensibilidade e de andlises de incertezas. A analise de sensibilidade permite avaliar a

influéncia de variacdes nos parametros de entrada do modelo sobre as variaveis progndsticas
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(FregR ao longo das geracOes da praga e nimero de geracdes até que a FreqCritica seja
atingida, NGer). A andlise de incertezas considera incertezas associadas a alguns parametros
de entrada do modelo, representadas via distribuicoes de probabilidade. Permite obter
projecoes probabilisticas das métricas da evolucao de resisténcia e dessa forma quantificar o
de risco de resisténcia na populacao de insetos ao longo das geracGes, em diferentes cenarios
(MAIA e DOURADO-NETO, 2004).

O Sistema RRiskBtWeb

O sistema RRiskBtWeb foi construido para ser executado a partir de um navegador, e assim
pode ser acessado por intermédio de um servidor ou ainda rodar em qualquer computador que
tenha navegador Firefox, Safari ou Google Chrome. A versao em Visual Basic (RRiskBt) roda
apenas em ambiente Windows, enquanto a versdo Web pode ser acessada em qualquer
ambiente (IBM AIX, Linux, FreeBSD, Windows, MacOS, etc.) desde que haja um navegador
disponivel, conforme descrito anteriormente. A linguagem usada para os calculos foi
JavaScript, que é executada no computador do usuario, ndo sendo necessario o uso de um

servidor, embora o servidor possa ser usado para disponibilizar as paginas do sistema.

Arquivo Finalizar Sobre o programa... = Ajuda ~
— Sobrevivéncia na fase imatura
—Cultura Transgénica
indice de sobrevivéncia da praga alvo (Gendtipo SS) na fase imatura na area da cultura transgénica v
indice de sobrevivéncia da praga alvo (Gendfipo RS) na fase imatura na area da cultura transgénica v
indice de sobrevivéncia da praga alvo (Gendfipo RR) na fase imatura na area da cultura transgénica v
—Area de Reflgio
Indice de sobrevivéncia da praga alvo na fase imatura na area de refugio v
—AleloR
Modelo
Deterministico Frequéncia CRITICA do alelo R na populacdo da praga alvo v

Analise de Incertezas

—Iindice de disperséo e coeficiente de endogamia da populagdo praga alvo

Proporcéio da area fotal ocupada pela CULTURA NAO TRANSGENICA v
Proporcio da area fotal ocupada por ESPECIES HOSPEDEIRAS ALTERNATIVAS v
Proporcio da populacdo da praga alvo com dispersdo PRE-acasalamenio completamente aleatoria v
Coeficiente de endogamia v

m —Padrao espacial de oviposigio
® Oviposicio completamente aleatoria na Area fotal

Oviposicao aleatoria parcialmente resirita ao habitat de origem
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Figura 1 — Tela inicial do RRiskBtWeb com campos para insercao das seguintes informacdes: a) valores dos
parametros de entrada do modelo, descritos na Tabela 1; b) escolha do tipo de analise: deterministica ou

incorporando andlise de incertezas, e c) padrdo espacial de oviposicao.

Arquivo ~ Resultados Finalizar Sobre o programa... ~ Ajuda ~

— ivéncia na fase imatura

Cultura Transgénica
indice de sobrevivéncia da praga alvo (Gendtipo 55) na fase imatura na are
[JAndlise de sensibilidade indice de sobrevivéncia da praga alvo (Genétipo RS) na fase imatura na are Simulacao executado com sucesso! Numero
”N“”‘em méximo de geracdes— | jndice de sobrevivéncia da praga alvo (Gendtipo RR) na fase imatura na are MER(TD e rmemzss 4l
41 | .
Area de Reflgio
’7indu:e de sobrevivéncia da praga alvo na fase imatura na area de refugio E “
—Alelo R
Modelo
¢ Deterministico Tamanho da Amostra’| 1 M \

- Andlise de Incertezas T R
Frequéncia Inicial do Alelo R na populacdo 1 v |,[0 v |x 10% -3 »|

Frequéncia CRITICA do alelo R na populacdo da praga alvo 05 v

—Indice de disy doe de ia da populagic praga al!
Proporgo da area fotal ocupada pela CULTURA NAO TRANSGENICA ‘0 2 v
Proporgéo da rea fotal ocupada por ESPECIES HOSPEDEIRAS ALTERNATIVAS ‘u v
Proporcéo da populacéo da praga alvo com dispersdo PRE-acasalamento completamente aleal(’zria\wiv
Coeficiente de endogamia [0 v
r—Padrdo esg de ovipesiga

* Oviposi¢Zo completamente aleatéria na Area total

Qviposicdo aleatéria parcialmente restrita ao habitat de origem

Figura 2 — Tela do sistema RRiskBtWeb obtida ap6s execucdo de uma simulacdo do modelo deterministico, apds

informacdo sobre os valores dos parametros de entrada do modelo, descritos na Tabela 1.

Arquivo ~  Calcular Finalizar ~ Sobre o programa... ~  Ajuda ~

j=Cultura Transgénica 1 l
[ Area da Cultura Trangénica - Google Chrome —— Sp—— — =20
DAnalise de sensibilid} | [ file;///C:/xampp2/htdocs/RRiskBt/resCalc1.html
"Numem ma,"mdz de ¢ —Numero de geraqées (eixo X) versus Frequéncla inicial do alelo R (GIXO y) — Tabela: obtidos

. . AleloR 6tipo RR
Area da cultura transgénica 0 0.0010000000 | 0.0000010000
1 0.0010391154 | 0.0000010798
Valor Critico _ 2 0.0010805528 | 0.0000011676
S AleloR __ 3 0.0011245150 | 0.0000012645
L ) 4 0.0011712289 | 0.0000013718
Modelo Frequéncia relativa 5 0.0012209492 | 0.0000014907
® D i 070+ 6 0.0012739625 | 0.0000016230
2 Andlise d 065 7 00013305930 | 0.0000017705
8 0.0013912081 0.0000019355
0.60 4 9 00014562265 | 0.0000021206
: 0554 10 0.0015261266 | 0.0000023291
1 00016014585 | O 7
. L e b 12 0.0016828566 0.0000028320
[~Indice de 4l 0.45 4 13 0.0017710574 0.0000031366
Proporgéo d 14 0.0018669197 | 0.0000034854
Proporcio di 0404 15 0.0019714516 0.0000038866

M | Proporcao di 0.35 16 0. 0.
24 Coeticientcl 030 | 17 00022115116 | 0.0000048908
\ 18 0.0023501518 | 0.0000055232
- 025 19 00025038140 | O 1
[~ Padrao espj) 0204 20 | 0.0026743352 | 0.0000071556
* Oviposicé 21 0.0028667696 | 0.0000082184
Oviposich 0154 22 0 11 0.0000095046
0104 23 00033283834 | 0.0000110781
24 0.0036091770 | 0.0000130262
0.05 25 0.0039332909 0.0000154708
0.00 4—a—tmtmt s . 26 0.0043111873 | 0.0000185863
B R A R A Rt MRS R S S SRS 27 | 00047568969 | 0. 1

28 0. 0.

312



Anais do XI Congresso Brasileiro de Agroinformdtica (SBIAgro 2017), Campinas, Sdo Paulo, 2 a 6 de outubro de 2017

Figura 3 — Tela do sistema RRiskBtWeb obtida ap6s execucdo de uma simulagdo do modelo deterministico, ao
escolher a opgdo “Resultados”. O grafico representa a evolucdo de resisténcia, expressa como frequéncia relativa
do alelo R, ao longo das geracoes da praga-alvo da toxina Bt. A tabela mostra os valores da frequéncia do alelo R

e do genotipo RR, ao longo das geracoes da praga, até que a frequéncia critica de 0,5 (50%) seja atingida.

O programa permite que as informacdes sobre os parametros sejam digitadas na prépria tela
inicial (Figura 1) ou carregadas pela leitura de um arquivo de dados. Apos a leitura e
carregamento desse arquivo, o sistema fornece opc¢des para executar o modelo e mostrar o0s
resultados. Na Figura 2, é ilustrada a tela gerada apés a execucdo de uma andlise
deterministica, obtida ao clicar na op¢do “Calcular”’;na Figura 3, tabelas e graficos relativos

ao resultado da simulacdo, obtidos ao clicar na opgdo “Resultados".

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste sistema, a evolucdo da resisténcia pode ser simulada de duas formas distintas, a
saber:
a) Deterministica: sdo obtidos valores pontuais de FreqR ou FreqRR, ao longo das geracdes,
até que a FreqCritica seja atingida. Os dados de entrada sdo valores pontuais dos parametros
do modelo.
b) Probabilistica: sdo obtidos valores pontuais de FreqR ou FreqRR, ao longo das geracdes,
até que a FreqCritica seja atingida, para cada valor ou combinacdo de valores dos parametros
do modelo considerados na andlise de incertezas. Assim, sdo obtidas distribuicoes de
probabilidade de FreqR, ao longo do tempo e calculado o risco de resisténcia
(prob[FreqR>FreqCiritica]) ao longo das geracdes da praga (ANDERSON e HATTIS, 1999).
No primeiro caso, é gerada uma tabela com os valores de FreqR e FreqRR a cada geracgao, até
que FregR exceda a FreqCritica, e um grafico, mostrando a evolucao de FregR ao longo das
geracoes da praga alvo. No modelo que incorpora analise de incertezas, sao gerados os
seguintes resultados: (i) um arquivo com os n valores de Freqlnicial amostrados da
distribuicdo de probabilidade escolhida para representacdo da incerteza desse parametro
(Normal truncada, Triangular ou Uniforme) e o histograma correspondente; (ii) um arquivo
com os valores de FreqR para cada geracao da praga, correspondentes a cada valor amostrado
de Freqglnicial; (iii) um grafico do risco de resisténcia em funcdao do nimero de ordem da
geracdo da praga-alvo; (iv) uma tabela com a informacdo utilizada para gerar o grafico e (v)

um arquivo com a seguinte informacdo: distribuicdo de probabilidade escolhida para
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caracterizar a incerteza de Freqlnicial, tamanho da area de refdgio utilizada na simulagao,
nimero de ordem da geracao da praga e risco de resisténcia.

Apresentamos um estudo de caso onde é simulado o processo de evolucdo de
resisténcia na populacdo de uma praga-alvo, numa cultura transgénica com apenas uma toxina
Bt inserida, expressa nos tecidos da planta numa concentracao considerada ‘alta dose’, usando
a abordagem probabilistica. Os valores dos parametros de entrada do modelo foram os
seguintes: SFImatRRTran=1; SFImatRSTran=0,002; SFImatSSTran=0,001; FreqCritica=0,5;
DispPRErand=1; DispPOSrand=1 e CoefEndogamia=0. A evolucdo da resisténcia foi
simulada para dois cenarios (Tabela 2): (I) sem area de reftigio e (II) com area de reftgio de
20% da area total, com aplicacao de um inseticida com eficiéncia de 80%, o que corresponde
a uma mortalidade de 20% da fase imatura da praga na area de refugio (SFImatRef=20% ou
0,2). Foi usado o valor médio de Freqlnicial de 1 x 10, com amplitude de 0 a 2 x 10® com
base em informacdes de Andow e Alstad (1998). As distribui¢es usadas para caracterizar a
incerteza desse parametro foram a Uniforme (U), Triangular (T) e Normal Truncada Simétrica
(NTS).

Tabela 2 - Cenérios utilizados para a geragdo da distribuicdo empirica de FreqR para diferentes combinagdes de

tamanho de refigio e sobrevivéncia da fase imatura da praga-alvo na area de refugio.

Cendrio  AreaDeRefugio  SFImatRef" Distribution
I 0 - Uniforme
0 - Triangular Simétrica
0 - Normal Truncada Simétrica
I 20 209 Uniforme
20 20 Triangular Simétrica
20 20 Normal Truncada Simétrica

! Sobrevivéncia da fase imatura da praga-alvo na drea de refiigio; 2Aplicacdo de inseticida com 80% de eficiéncia

para a praga-alvo na area de refugio.

Observa-se uma rapida evolucdo do risco de resisténcia no cenario sem refugio (I), com o
risco atingindo 100% ja na oitava geracao da praga, independente da distribuicdo utilizada na
analise de incertezas. Isso corresponde a quatro anos, numa regido com duas geracOes da
praga-alvo por ano. Ja no cenario com area de refigio de 20% (II), o risco atinge 100% em
torno da geracao 200 — o que corresponde a 100 anos, considerando a mesma regidao do
cenario I (Figura 4).
De posse dessas informacoes, é possivel comparar os riscos associados a cada cenario

e avaliar qual tamanho de refugio seria mais adequado, considerando os custos envolvidos e o

tempo de duracdo pretendido para a tecnologia Bt. Quanto maior o reftigio, maior a duracao
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da tecnologia, mas isso implica em perda de produtividade pelo ataque da praga no reftigio

(MAIA e DOURADO-NETO, 2004).

(A)

100

75 A

50 A

25 A

Risco de ressiténcia (%)

0 f T T T T T T T )
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Geragdo da praga-alvo

(B)

100 4

25 A

Risco de ressiténcia (%)
n
<
.

0 T T T T T T 1
10 50 9% 130 170 210 250 290

Geragdo da praga-alvo

—UN —TS —NIS

Figura 4 — Risco de resisténcia a toxina Bt expressa numa cultura transgénica, na populacdo de uma praga alvo,
em funcdo do ntimero de geracoes da praga, para 0 (A) e 20% (B) de area de refiigio, considerando as diferentes
distribuicOes para caracterizar a incerteza da frequéncia inicial do alelo de resisténcia (FreqlInicial): Uniforme

(UN), Triangular simétrica (TS) e Normal truncada simétrica (NTS)

CONCLUSOES
O Software RRiskBtWeb apresenta a vantagem, em relacdo ao RRiskBt, de ser mais

acessivel aos usudrios, podendo ser executado em qualquer computador com acesso a

[©°D

Internet. A abordagem probabilistica para quantificar o risco de evolucdo de resisténcia
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fundamental para fornecer informagOes cientificamente embasadas sobre o tamanho de
refigio a ser recomendado, num estagio em que o conhecimento sobre os parametros dos
modelos, especialmente para Freqlnicial e DFRes, é ainda extremamente incerto. A analise de
incertezas permite que amplitudes de variacao dos parametros de entrada do modelo (input
parameters) observadas na literatura, ou mesmo o conhecimento subjetivo de especialistas,
seja incorporado a simulagdo via distribuicdes de probabilidade. O modelo implementado
(modelo de Caprio) € relativamente simples, quando comparado aos modelos espaciais
estocasticos, e portanto, mais adequado quando nao hé informacao detalhada sobre os padrées
de dispersdo da praga nos periodos de pré e pos-oviposicao. O software RRiskBtWeb permite
a geracao de informacdes cientificamente embasadas para auxilio a tomada de decisdo sobre
estratégias de manejo preventivo da resisténcia de insetos a toxinas expressas em plantas
transgénicas, fundamentado na adocdo de areas de reftigio. O sistema também é ttil como
ferramenta didatica para entendimento dos fatores que influenciam o processo de evolucao da
resisténcia e da importancia das ferramentas probabilisticas para auxilio a tomada de decisdo

em ambientes de incerteza.
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