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RESUMO

Sobrevivéncia e desenvolvimento de Spodoptera frugiperda e Pseudoplusia includens
(Lepidoptera: Noctuidae) em algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF: Implicacdes
para o Manejo da Resisténcia de Insetos

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) e Pseudoplusia includens (Walker) sao
importantes insetos-praga no algodoeiro (Gossypium hirsutum L.) devido as injurias de
desfolha e destruicdo de estruturas reprodutivas no caso de S. frugiperda. Os eventos de
algoddo Bt que expressam as proteinas CrylAc/Cry2Ab2 (Bollgard® 11) e CrylAc/CrylF
(WideStrike™) de Bacillus thuringiensis Berliner sdo ferramentas disponiveis para o controle
dessas espécies-praga. A fim de subsidiar o Manejo da Resisténcia de Insetos (MRI) foram
conduzidos estudos em laboratério para avaliar a sobrevivéncia e desenvolvimento de S.
frugiperda e P. includens nos eventos de algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF. Em
bioensaios com discos de folhas, a eficicia de controle de neonatas nos dois eventos de
algodéo Bt foi superior a 80% para S. frugiperda e de 100% para P. includens. Em bioensaios
com bracteas com neonatas de S. frugiperda, a eficacia de controle de ambos os eventos de
algoddo Bt também foi superior a 80%. As lagartas de S. frugiperda sobreviventes em
algoddo Bt apresentaram severa inibicdo de desenvolvimento larval em folhas (> 75%) e
bracteas (> 44%). Em bioensaios com simulac@es de alimentacdo larval, as quais consistiam
em grupos de lagartas alimentadas com o algoddo Bt aos 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias apds a
inoculacdo (DAI), S. frugiperda e P. includens demonstraram que a suscetibilidade dessas
espécies diminuiu com o avancar do desenvolvimento larval. Para S. frugiperda, em todas as
simulacdes de alimentacdo com o algoddo CrylAc/Cry2Ab2 houve lagartas que atingiram as
fases de pupa e adulto. Por outro lado, quando expostas ao algoddo CrylAc/CrylF, somente
algumas das lagartas de 5° e 6° instares atingiram as fases de pupa e adulto. Para P. includens,
somente lagartas no 6° instar atingiram as fases de pupa e adulto quando alimentadas com os
dois eventos de algoddo Bt. Os parametros bioldgicos de S. frugiperda sobreviventes em
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 foram afetados negativamente com aumento da duragdo da fase
larval (~ 9 dias), baixa viabilidade larval (1,4%) e de insetos que completaram o ciclo
bioldgico (0,9%), aumento no intervalo entre geracfes (~ 9 dias) e reducdo da taxa intrinseca
de crescimento populacional (= 83%). Os eventos de algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e
CrylAc/CrylF séo promissores no controle de S. frugiperda e P. includens. No entanto, a
atividade inseticida dos dois eventos de algoddo Bt em lagartas de S. frugiperda e P.
includens diminui com o desenvolvimento larval e essa constatacdo deve ser considerada em
programas de MRI, especialmente na disposicdo espacial do refugio.

Palavras-chave: Spodoptera frugiperda; Pseudoplusia includens; Algoddo transgénico;
Manejo da Resisténcia de Insetos
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ABSTRACT

Survival and development of Spodoptera frugiperda and Pseudoplusia includens
(Lepidoptera: Noctuidae) in cotton CrylAc/Cry2Ab2 and CrylAc/CrylF: Implications
for Insect Resistance Management

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) and Pseudoplusia includens (Walker) are
important insect pests in cotton (Gossypium hirsutum L.) due to damage on leaves and
reproductive structures in the case of S. frugiperda. The events of Bt cotton expressing
proteins CrylAc/Cry2Ab2 (Bollgard® 11) and CrylAc/CrylF (WideStrike™) from Bacillus
thuringiensis Berliner are tools available to control these pest species. To develop an Insect
Resistance Management (IRM), we performed laboratory studies to evaluate the survival and
development of S. frugiperda and P. includens. In fresh leaf discs bioassays, the control
efficacy of neonates in both Bt cotton events was greater than 80% mortality for S. frugiperda
and 100% for P. includens. In fresh bracts bioassays to neonates of S. frugiperda, the control
efficacy of both Bt cotton events was over 80%. The surviving larvae of S. frugiperda in Bt
cotton showed severe growth inhibition (weight and instar) in leaves (> 75%) and bracts (>
44%). In simulations feed bioassays with larvae, which consisted of groups of larvae fed on
Bt cotton at 0, 3, 6, 9, 12, 15 and 18 days after inoculation (DAI), S. frugiperda and P.
includens showed that the susceptibility of species decreases with advancing larval
development. For S. frugiperda, in all feed simulations with cotton CrylAc/Cry2Ab2 had
caterpillars that reached pupae and adult stages. Moreover, when exposed to cotton
Cry1Ac/CrylF, only some caterpillars of 5" and 6™ instars reached pupae and adult stages.
For P. includens, only some caterpillars of 6" instar reached pupae and adult stages when fed
with two events of Bt cotton. The biological parameters of S. frugiperda fed on cotton
CrylAc/Cry2Ab2 were negatively affected with increasing duration of the larval stage (= 9
days), reduced larval viability (1,4%) and insects that completed the life cycle (0,9%),
increased the generation time (= 9 days) and decreased the intrinsic rate of increase (~ 83%).
The events of cotton CrylAc/Cry2Ab2 and CrylAc/CrylF are promising for the control of S.
frugiperda and P. includens. However, the insecticidal activity of both events of Bt cotton in
larvae of S. frugiperda and P. includens decreases through larval development and this
finding should be considered in programs of MRI, especially in the spatial arrangement of the
refuge.

Keywords: Spodoptera frugiperda; Pseudoplusia includes; Transgenic cotton; Insect
Resistance Management
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1 INTRODUCAO

Na cultura do algoddo (Gossypium hirsutum L.) no Brasil, ha uma importancia
crescente de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) e Pseudoplusia includens (Walker,
1857) (Lepidoptera: Noctuidae) que ocasionam desfolha, além da destruicdo de estruturas
reprodutivas do algodoeiro no caso de S. frugiperda (SANTQOS, 1997; SANTOS, 2011). O
algoddo Bt que expressa genes da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner é uma estratégia de
controle desses insetos-praga, especialmente aqueles eventos que expressam mais de uma
proteina inseticida (algoddo piramidado), dentre os quais destacam-se Bollgard® Il
(CrylAc/Cry2Ab2) e WideStrike ™ (Cry1Ac/Cry1F).

O algodao Bt piramidado tende a ser uma estratégia eficiente no controle de S.
frugiperda e P. includens em programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP) do algodoeiro
no Brasil. Alguns trabalhos nos EUA demonstraram boa eficicia desses eventos do algodéao
Bt para essas pragas-alvo (ADAMCZYK et al, 2008; SIEBERT et al., 2008;
SIVASUPRAMANIAM et al., 2008; TINDALL et al., 2009; GREENBERG; LI; LIU, 2010;
AKIN et al., 2011; ARMSTRONG; ADAMCZYK; GREENBERG, 2011). No entanto, para
S. frugiperda tem sido relatada sobrevivéncia de lagartas em folhas e botbes florais do
algoddo Bt que expressa CrylAc/Cry2Ab2 (STEWART et al., 2001; CHITKOWSKI et al.,
2003; SIVASUPRAMANIAM et al., 2008; GREENBERG,; LlI; LIU, 2010; ARMSTRONG;
ADAMCZYK; GREENBERG, 2011) e CrylAc/CrylF (ADAMCZYK; GORE, 2004;
ADAMCZYK et al., 2008; SIEBERT et al., 2008; TINDALL et al., 2009; GREENBERG; LI,
LIU, 2010; ARMSTRONG; ADAMCZYK; GREENBERG, 2011). Por outro lado, P.
includens apresentou baixa sobrevivéncia em plantas de algoddo CrylAc/Cry2Ab2
(ADAMCZYK; ADAMS; HARDEE, 2001; CHITKOWSKI et al., 2003; AKIN et al., 2011) e
mortalidade total no algoddo CrylAc/CrylF (TINDALL et al., 2009).

O fato de S. frugiperda e P. includens sobreviverem em algodao Bt que expressa duas
proteinas inseticidas aumenta os riscos de evolucdo da resisténcia dessas espécies a proteinas
inseticidas de Bt. Para S. frugiperda, ja ha relato de resisténcia a proteina inseticida CrylF em
milho Bt em Porto Rico (STORER et al., 2010). Para P. includens foram verificadas
diferencas significativas na suscetibilidade de populagdes a inseticidas a base de B.
thuringiensis (MASCARENHAS; BOETHEL, 1997), sendo que a menor suscetibilidade a
esses inseticidas foi encontrada em populagfes coletadas no algoddo CrylAc
(MASCARENHAS et al., 1998). Portanto, a implementacdo de estratégias de Manejo de
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Resisténcia de Insetos (MRI) é de extrema importancia para retardar a evolugdo da resisténcia
dos insetos-alvo e prolongar a vida Util das proteinas inseticidas expressas no algodéo Bt.

Estratégias de manejo da resisténcia, tais como refugio, plantas de alta dose e piramide
de genes, tem sido propostas para 0 manejo da resisténcia de insetos-pragas a plantas Bt
(GOULD, 1988; McGAUGHEY; WHALON, 1992). O refagio tem sido recomendado em
associacdo a estratégia de alta dose ou pirdmide de genes pelo emprego de mais de uma
proteina inseticida. O objetivo do reflgio é reduzir a pressdo de selecdo pelo acasalamento de
possiveis individuos resistentes provenientes de plantas Bt com os individuos suscetiveis de
plantas ndo-Bt, formando a progénie em heterozigose e funcionalmente recessiva a planta Bt
(GOULD, 1998; BRAVO; SOBERON, 2008). A disposicao espacial do refligio no ambiente
de cultivo pode ser adotada de duas formas: estruturada, onde o plantio de areas com plantas
Bt e ndo-Bt ocorre em proximidade (GOULD, 1998); e a mistura de sementes de plantas Bt e
ndo-Bt para a semeadura, e consequentemente, a origem de plantios heterogéneos (GOULD,
1988; GOULD; ANDERSON, 1991). Entretanto, a dificuldade em adotar a mistura de
sementes estd na necessidade de assumir que a heranca da resisténcia é recessiva e 0s insetos-
alvo ndo podem mover-se entre plantas, pois, caso ocorra, poderd acelerar a evolucdo da
resisténcia (MALLET; PORTER, 1992). Portanto, a existéncia de uma espécie-alvo com alta
mobilidade (S. frugiperda, por exemplo), aliada a situacdo de mistura de sementes e/ou
contaminacdo de cultivos Bt por plantas daninhas e voluntarias, comprometem a tecnologia Bt
pelo aumento do potencial de evolucdo da resisténcia de pragas-alvo (MALLET; PORTER,
1992; TABASHNIK, 1994b; ANDOW, 2008; GLAUM; IVES; ANDOW, 2012).

Outro aspecto que pode favorecer a evolucao da resisténcia € a variacdo dos niveis de
expressdo das proteinas inseticidas em algoddo Bt. Essas variagBes ocorrem durante o
desenvolvimento da planta e entre as diferentes estruturas da planta (folha, flor, botéo floral,
macd, entre outras) (SIVASUPRAMANIAN et al., 2008; SIEBERT et al., 2009). Essa
variacdo na concentracdo das proteinas expressas pode afetar a exposicdo das pragas-alvo e
alterar as respostas bioldgicas (ADAMCZYK et al., 2001; KRANTHI et al., 2005), sabendo-
se que os insetos-alvo diminuem sua suscetibilidade a proteinas Bt ao longo do
desenvolvimento larval (BAI et al., 1993; ASHFAQ; YOUNG; McNEW, 2001; ALI,
LUTTRELL, 2009; ARMSTRONG; ADAMCZYK; GREENBERG, 2011). Essa constatagdo
somada a menor suscetibilidade natural das espécies S. frugiperda e P. includens a proteinas
inseticidas de Bt quando comparadas com outras espécies-alvo, como Heliothis virescens
(Fabricius) (Lepidoptera: Noctuidae) e Pectinophora gossypiella (Saunders) (Lepidoptera:
Gelechiidae) (LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN, 1999; SIVASUPRAMANIAN et al., 2008),
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pode permitir a sobrevivéncia diferencial de alguns individuos e, consequentemente,
favorecer a evolucdo da resisténcia, uma vez que os individuos heterozigotos poderiam estar
sobrevivendo nessa situacéo.

Para os eventos de algoddo Bt que expressam a(s) proteina(s) CrylAc,
CrylAc/Cry2Ab2 ou CrylAc/CrylF, alguns estudos demonstraram que ocorrem oscilagdes
nos niveis de expressao das proteinas inseticidas entre partes da planta, como variagdes em
folhas inferiores e superiores e entre folhas e estruturas reprodutivas (GREENPLATE, 1999;
SIVASUPRAMANIAM et al., 2008; SIEBERT et al., 2009). Ha também as variaces ao
longo do ciclo de desenvolvimento, como o decréscimo dos niveis de proteinas apds o botdo
floral (GREENPLATE, 1999; ADAMCZYK; ADAMS; HARDEE, 2001) e a expressao das
proteinas inseticidas pode ser diferente entre proteinas inseticidas distintas em uma mesma
planta Bt (SIEBERT et al., 2009).

Adicionalmente, o comportamento larval pode possibilitar a sobrevivéncia de pragas-
alvo pela exposicao de sub-doses das proteinas inseticidas em partes da planta e/ou em fases
de desenvolvimento da planta em que ocorre diminuicdo dos niveis dessas proteinas. No caso
de S. frugiperda, os dois primeiros instares predominam na porc¢éo inferior e interna da planta
e alimentam-se de folhas, e a partir do 3° instar as lagartas passam a se alimentar de estruturas
reprodutivas (ALI; LUTTRELL; PITRE, 1990; LUTTRELL; MINK, 1999). P. includens é
um inseto-praga que na fase larval predomina na porcao inferior da planta na face abaxial da
folha (SANTOS, 2011). Essas caracteristicas bioecoldgicas das pragas-alvo, associadas a
variacdo de expressao das proteinas na planta podem permitir a sobrevivéncia dos insetos e
acelerar o processo de evolugéo da resisténcia.

Nesse sentido, para subsidiar programas de MRI foram realizados diversos estudos
para avaliar a atividade biologica das proteinas CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF expressas
em algodao Bt contra S. frugiperda e P. includens, e efeitos sobre parametros de crescimento

populacional de S. frugiperda.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos bioecoldgicos de Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)

S. frugiperda é uma praga migratéria e endémica no Hemisfério Ocidental nas regifes
tropicais e subtropicais (LUGINBILL, 1928). As lagartas sdo polifagas e alimentam-se de
uma grande variedade de hospedeiros, sendo o milho, amendoim, sorgo e grama-bermuda
seus hospedeiros preferenciais (SPARKS, 1979), e o montante de hospedeiros soma mais de
60 espécies de plantas (LUGINBILL, 1928). Além disso, a ocorréncia de S. frugiperda em
plantas voluntarias e plantas daninhas no ambiente agricola pode ser um nicho ecoldgico
inicial para o crescimento populacional da espécie (SILVA, 2000).

No Brasil, S. frugiperda ¢ um importante inseto-praga do algoddo (SANTOS, 2011),
milho (SILVA, 2000; VALICENTE, 2008), soja (MOSCARDI; KASTELIC, 1985; SILVA,
2000), arroz (BOTTON et al., 1998; MARTINS et al., 2000), amendoim (ISIDRO;
ALMEIRA; PEREIRA, 1997), trigo (TAKAHASHI; NAKANO; OSlI, 1980; SALVADORI,
2000) e sorgo (CORTEZ; WAQUIL, 1997), dentre outras culturas.

Na cultura do algoddo, a introducdo de cultivares favoraveis ao desenvolvimento de S.
frugiperda acarretou no aumento da importancia da espécie como inseto-praga (SARRO,
2006). No algodoeiro, ocasiona danos desde a emergéncia até a maturacdo das plantas
(SANTOS, 2011). O hébito de atacar estruturas reprodutivas também insere S. frugiperda no
complexo de lagartas que atacam as macas, e consequentemente, ocorrem danos diretos a
producdo de algoddo (LUTTRELL; MINK, 1999).

Os adultos possuem elevada capacidade de dispersdo, com relatos de captura em
armadilhas luminosas localizadas em plataformas petroliferas no Golfo do Meéxico
distanciadas 32, 74, 106 e 160 Km da costa (SPARKS et al., 1986) e em altura de 84m em
torres de TV na Georgia (CALLAHAN et al., 1972). No Brasil, em funcdo da alimentagéo
diversificada e disponivel durante o ano todo aliada as condigdes de clima favoravel, a sua
distribuicdo ocorre em todas as regides do territério nacional (CRUZ, 1999). O adulto possui
habito noturno e durante o inicio da noite move-se entre as plantas hospedeiras que sdo
adequadas a alimentacdo, oviposicdo e acasalamento (SPARKS, 1979). As posturas sao
colocadas em grupos de 100 a 200 ovos, totalizando 1500 a 2000 ovos por fémea
(VALICENTE, 2008). Ndo demonstra preferéncia de oviposicéo entre soja, algoddo, milho e
milheto (BARROS; TORRES; BUENO, 2010). No algodoeiro, os ovos sdo colocados sob a

superficie inferior das folhas nas por¢Ges média e inferior da planta (ALI et al., 1989).
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As lagartas de S. frugiperda ao eclodir apresentam grande mobilidade na planta e entre
plantas de algoddo, sendo que nos primeiros dois instares alimentam-se de folhas e a partir do
3° instar iniciam o ataque a estruturas reprodutivas (ALI; LUTTRELL; PITRE, 1990). Esse
ataque € maior em botdes florais em pleno florescimento, mas quando da formacdo das
macas, ocorre reducdo de ataque em botdes florais, com ataque preferencial as macas
(BARROS et al., 2010). As lagartas neonatas apresentam pouco sucesso de colonizacdo de
macas do algodoeiro, no entanto, quando alimentadas inicialmente com folhas e,
posteriormente, com macds do algodoeiro, as lagartas apresentam desenvolvimento e
reproducao similar a alimentacdo em folhas de milho ou algoddo (BARROS; TORRES;
BUENO, 2010). As lagartas completam o ciclo larval entre 12 a 30 dias (PARRA; HADDAD,
1989) em cerca de seis instares, e pupam no solo (SPARKS, 1979).

O crescimento populacional de S. frugiperda depende das viabilidades de ovos e
lagartas. Sob condicbes de campo na cultura do algodédo, as médias de viabilidade de ovos e
de lagartas de 1° instar foram de 89 e 2,9%, respectivamente, e do 2° ao 6° instar houve uma
viabilidade entre 30 a 60% (ALI; LUTTRELL, 1990). Somado a isso, 0s parametros de tabela
de vida e fertilidade de S. frugiperda em estudos de laboratério com alimentacdo em folhas
nos primeiros dias e em macas até a pupacdo demonstram um tempo médio de geragdo de
27,4 dias, taxa intrinseca de crescimento de 0,215 e fertilidade total de 1587,3 ovos por fémea
(BARROS; TORRES; BUENO, 2010). Isso demonstra a importancia do nimero de ovos
ovipositados pela fémea e a capacidade de dispersdo da espécie no ambiente de producéo para
0 sucesso de crescimento populacional.

Quanto as estratégias de controle, devido a polifagia e a dispersdo de mariposas
provenientes de outras culturas (milho, milheto, gramineas e soja), inseticidas sdo
amplamente usados na Ameérica Latina para o controle de S. frugiperda (ANDREWS, 1988).
O sistema de manejo de S. frugiperda pela aplicacdo de inseticidas de amplo espectro tem
sido um procedimento inadequado no manejo de pragas (SPARKS, 1979). Nos EUA,
conforme o verdo avanca, a severidade de danos de S. frugiperda aumenta e o uso de
inseticidas tem sido recomendado a fim de controlar ou diminuir a densidade populacional do
inseto (BASS, 1978). O uso indiscriminado de inseticidas e a adog¢do massal de milho Bt para
o controle de S. frugiperda tém levado a diminuicdo da suscetibilidade e a caracterizacdo da
resisténcia para varios inseticidas e proteinas de Bt (YU, 1992; DIEZ-RODRIGUEZ,;
OMOTO, 2001; AL-SARAR; HALL; DOWNER, 2006; STORER et al., 2010).

A existéncia de ragas-hospedeiro de S. frugiperda é conhecida e influi nas medidas de

controle e manejo de resisténcia deste inseto, citando-se as racas “milho” e “arroz” pelos
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mecanismos de isolamento reprodutivo (PASHLEY; MARTIN, 1987; PASHLEY;
HAMMOND; HARDY, 1992). Essas racas também foram encontradas entre populagdes
coletadas em plantas de milho e arroz no Rio Grande do Sul (BUSATO et al., 2004). Tal
processo de especiacdo € importante no detalhamento de qual a raca-hospedeiro ocorre na
cultura de algoddo e quais as culturas estdo associadas a densidade populacional e estratégias
de manejo. As populacbes que ocorrem em milho e algoddo formam um Unico grupo e ha
troca de material genético entre elas em uma determinada regido de cultivo (MARTINELLI et
al., 2006), fato relevante na dindmica populacional de S. frugiperda nas condi¢des do
ambiente agricola brasileiro.

O manejo de S. frugiperda em nivel de campo tem sido dificil devido a sobreposi¢éo e
a sucessao de cultivos agricolas ao longo do ano no Brasil. A tecnologia Bt figura como uma
nova tatica no controle de S. frugiperda e tem se mostrado eficaz em culturas agricolas (milho
e algoddo). Entretanto, estratégias de MRI sdo necessarias para garantir maior vida atil da
tecnologia, pois fatores da espécie-praga como a existéncia de racas-hospedeiro, a distribuicdo
endémica, os relatos de resisténcia e 0s aspectos bioecoldgicos de polifagia e amplo
crescimento populacional em culturas agricolas (milho, algoddo, milheto, aveia, trigo)

favorecem a evolucdo da resisténcia a proteinas Bt no atual sistema agricola brasileiro.

2.2 Aspectos bioecoldgicos de Pseudoplusia includens (Walker, 1857)

P. includens pertence a sub-familia Plusiinae e a distribuicdo da espécie é endémica no
continente americano, estendendo-se desde a zona temperada da América do Norte até o
restante da América (EICHLIN; CUNNINGHAM, 1978). Possui habito alimentar polifago e
sabe-se que aparentemente a espécie tem preferéncia por oviposicdo na soja, amendoim e
tomate (MARTIN; LINGREN; GREENE, 1976); no entanto, varios hospedeiros sdo
conhecidos, citando-se algoddo, alface, feijdo, crisantemo, fumo, alfafa e bréassicas em geral
(HENSLEY; NEWSOM; CHAPIN, 1964; CANERDAY; ARANT, 1966; MARTIN;
LINGREN; GREENE, 1976; EICHLIN; CUNNINGHAM, 1978).

Em soja, P. includens é uma das espécies-praga que ocasiona grande desfolha (REID;
GREENE, 1973). Na cultura do algoddo, sua importancia como lagarta desfolhadora é
crescente, especialmente em areas de cultivo proximas a cultura da soja, onde o inseto foi
encontrado em altas densidades (BURLEIGH, 1972; BEACH; TODD, 1986; SANTOS,
2011). No estado da Louisiana, P. includens foi encontrada em altas populag0es em algodéo e

soja, e, devido ao cultivo em éareas proximas das duas culturas, pode haver dispersdo de
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adultos da soja para o algoddo (BURLEIGH, 1972). H& uma hipdtese de que o répido
incremento das populagdes de P. includens em algod&o seja devido a dispersdo de individuos
adultos da cultura da soja, e pelo consumo de néctar de flores do algodéo ocorre o aumento da
oviposicdo desses insetos (BURLEIGH, 1972). Adicionalmente, adultos que receberam
alimentacdo aumentaram significativamente a oviposi¢do, longevidade e freqiéncia de
acasalamento em comparagdo a adultos privados da alimentagdo (JENSEN; NEWSOM,;
GIBBENS, 1974), o que reforca a possibilidade de dispersao entre soja e algoddo. No Brasil,
o algodoeiro geralmente é semeado ap0s a soja e apresenta um ciclo vegetativo maior,
determinando a permanéncia de P. includens no campo e a dispersdo das mariposas da soja
para 0 algoddo (SANTOS, 2011).

Além da dispersdo, a fase adulta garante um alto potencial reprodutivo do inseto no
algodoeiro cultivado. A fémea adulta vive cerca de 15 dias e pode ovipositar mais de 600
ovos, sendo que o acasalamento de adultos de P. includens ocorre & noite e 0s ovos S&o
depositados individualmente (HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). Em algodéo e soja, os
ovos predominam na face abaxial da folha, e na distribuicdo vertical ocorre preferéncia de
oviposicdo pelas fémeas na fase vegetativa e em pré-floracdo pela porcéo superior da planta e
na fase reprodutiva pela por¢cdo mediana do dossel (JOST; PITRE, 2002). A fase larval, sob
dieta artificial e temperatura de 27° C, possui seis instares, podendo variar de cinco a sete, e
periodo médio entre a eclosdo da lagarta e a fase pupa foi de 16,8 dias (SHOUR; SPARKS,
1981). As lagartas sdo caracterizadas pela movimentacdo caracteristica de mede-palmo
(SILVA, 2000) e a distribuicao vertical das lagartas na planta de algod&do foi maior no terco
inferior das plantas (SANTQOS, 2011). Na ocasido de pupacéo, 0 inseto tece uma teia sob as
folhas de soja e permanece até a emergéncia do adulto (HOFFMANN-CAMPO, 2000).

O controle de P. includens no ambiente de producéo tem sido realizado com o uso de
mistura de inseticidas pela dificuldade de atingir as lagartas nas plantas de soja e algoddo. A
distribuicdo das lagartas na porcdo inferior da planta de algoddo dificulta o contato das
mesmas com os inseticidas, principalmente considerando que as grandes infestagcdes ocorrem
apos o fechamento da cultura (SANTOS, 2011). Nesse sentido, a tecnologia Bt propiciou uma
nova ferramenta para manejo da espécie-praga nas culturas da soja e algodao pela expressao
de proteinas inseticidas em toda planta. No entanto, a eficicia dos eventos de Bt sob P.
includens e as condicdes de sobreposicao e sucessao de cultivos de soja e algoddo no Brasil
aumentam a pressdo de selecdo sob a espécie-praga e o potencial de evolucéo da resisténcia a

proteinas Bt, e consequentemente, a implementacdo de estratégias de MRI é requerida.
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2.3 Algodéo CrylAc/Cry2Ab2

No Brasil, a cultura do algodéo foi pioneira na tecnologia Bt resistente a insetos, sendo
representada pela aprovacdo comercial em 2005 do evento MON 531 (Bollgard®) que
expressa a proteina CrylAc. A insercdo do gene cry2ab2 que codifica a proteina inseticida
Cry2Ab2 no algoddo Bollgard® originou o algoddo CrylAc/Cry2Ab2 fornecendo amplo
espectro de controle sob pragas-alvo em geral (ADAMCZYK; ADAMS; HARDEE, 2001,
MARCHOSKY et al., 2001; STEWART et al., 2001; CHITKOWSKI et al., 2003; UDIKERI
et al., 2007; SIVASUPRAMANIAM et al., 2008; GREENBERG; LI; LIU, 2010; AKIN et
al., 2011; ARMSTRONG; ADAMCZYK; GREENBERG, 2011).

O algoddo CrylAc/Cry2Ab2 atua no controle de insetos por ataque multiplo devido a
piramide de genes (McGAUGHEY; WHALON, 1992), pois as proteinas CrylAc e Cry2Ab2
apresentaram interacdo independente e aditiva para as espécies S. frugiperda, H. zea e H.
virescens (GREENPLANTE et al., 2003). Estudos com incorporagdo de tecido liofilizado de
algoddo CrylAc e CrylAc/Cry2Ab2 de diferentes estruturas vegetais (folha terminal, folha
expandida, botdo floral, bractea, pétalas, célice, polen, 6vulo e maca pequena) em dieta
artificial demonstrou alta atividade das proteinas CrylAc e CrylAc/Cry2Ab2 na reducdo de
desenvolvimento de H. zea, apresentando efeitos significativos de forma isolada para CrylAc
e de forma aditiva para CrylAc e Cry2Ab2 (SIVASUPRAMANIAN et al., 2008).

A atividade inseticida do algodao CrylAc/Cry2Ab2 para S. frugiperda € derivada de
uma maior toxicidade da proteina Cry2Ab2 em comparacdo a CrylAc (GREENPLATE et al.,
2003), sendo que existe baixa atividade da proteina CrylAc em relacdo a Cry2Ab2 para S.
frugiperda (SIVASUPRAMANIAN et al., 2008). Isso foi confirmado em bioensaios com
folhas do algoddo CrylAc para S. frugiperda, evidenciando uma baixa atividade inseticida de
CrylAc, uma vez que nao houve diferencas de mortalidade em comparacgéo a isolinha ndo-Bt
(ADAMCZYK et al., 1998). Bioensaios em laborat6rio com o algodao CrylAc/Cry2Ab2 para
S. frugiperda demonstraram alta eficacia de controle em folhas (45 a 96% de mortalidade)
(ADAMCZYK et al., 2008; GREENBERG; LI; LIU, 2010; AKIN et al., 2011;
ARMSTRONG; ADAMCZYK; GREENBERG, 2011) e em estruturas reprodutivas como
botbes florais, flores e macgds (31 a 97% de mortalidade) (STEWART et al., 2001,
CHITKOWSKI et al., 2003; HARDKE, 2006). Entretanto, 0 método de bioensaio e o tempo
de exposicdo sdo varidveis a serem consideradas nas respostas bioldgicas obtidas. Bioensaios
com lagartas de 3° instar de S. frugiperda em estruturas reprodutivas (botdo floral, flor e

macd) apresentaram diferengas significativas na mortalidade em algoddo CrylAc/Cry2Ab2
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com plantas conduzidas em uma localidade (Stoneville) e sem diferengas significativas em
outro local (Winnsboro) (HARDKE, 2006). Em outro estudo, lagartas em 2° instar
alimentadas com flores de algoddo CrylAc/Cry2Ab2 completaram o ciclo com efeitos
negativos nos parametros biologicos (duracdo da fase larval), no entanto, ndo foram
encontradas diferencas nas viabilidades larval e pupal (CHITKOWSKI et al., 2003). Efeitos
de sub-doses mediante a utilizacdo de diferentes concentraces de tecido liofilizado do
algoddo CrylAc/Cry2Ab afetaram negativamente o peso e duracdo da fase larval e a
emergéncia do adulto dessa espécie (ARMSTRONG; ADAMCZYK; GREENBERG, 2011).

A atividade biologica e aditividade das proteinas CrylAc e Cry2Ab2 expressas no
algoddo Bt para P. includens ndo foram estudadas; no entanto, foram encontradas baixas
sobrevivéncias e injurias de plantas no campo (ADAMCZYK; ADAMS; HARDEE, 2001;
CHITKOWSKI et al., 2003) e em bioensaios com folhas (AKIN et al., 2011). No algodéo
CrylAc/Cry2Ab2, a proteina Cry2Ab2 parece ter maior atividade biologica na mortalidade de
P. includens que a proteina CrylAc, tendo em vista que em condi¢BGes de campo ndo ocorrem
diferencas na ocorréncia de P. includens em algoddo convencional e algoddo CrylAc
(ADAMCZYK; ADAMS; HARDEE, 2001; AKIN et al., 2011) e a viabilidade larval ndo é
afetada pela alimentacdo com o algoddo CrylAc em comparacdo a isolinha ndo-Bt
(FUNICHELLO et al., 2011). Para o algoddo CrylAc/Cry2Ab2 houve baixos niveis de
infestacdo de P. includens comparado aos tratamentos com algoddo convencional e algodéao
CrylAc que ndo diferiram entre si (ADAMCZYK; ADAMS; HARDEE, 2001; AKIN et al.,
2011). A baixa mortalidade de P. includens no algoddo CrylAc deve estar ligada a
concentracdo da proteina CrylAc expressa nas folhas, visto que a soja Bt que expressa a
proteina CrylAc apresentou mortalidade total de lagartas em discos de folhas e quando da
infestacdo artificial das plantas (BERNARDI et al., 2012).

Outro aspecto que afeta a eficiéncia de controle de eventos de algoddo Bt é a alteracao
nos nives de expressdo das proteinas ao longo do desenvolvimento e entre estruturas da
planta. No algoddo CrylAc/Cry2Ab2, a expressdo das proteinas inseticidas CrylAc e
Cry2Ab2 demonstrou que a expressao das proteinas é distinta e varia entre diferentes
estruturas da planta para cada proteina (SIVASUPRAMANIAM et al., 2008) e pode estar
associada a transformacéo genética da planta, visto que os genes crylAc e cry2Ab2 foram
inseridos isoladamente por metodos de transformacéo distintos (CERA, 2008; CERA, 2010).
Um fato importante é que ndo ha diferenca na expressdo das proteinas CrylAc e Cry2Ab2
pelas isolinhas do algoddo CrylAc e algoddo Cry2Ab2 em comparagdo aos niveis do algodao
CrylAc/Cry2Ab2 (ADAMCZYK; ADAMS; HARDEE, 2001; GREENPLATE et al., 2003).
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Adicionalmente, ha relatos de oscilacbes na expressdo das proteinas ao longo do
desenvolvimento do algoddo CrylAc/Cry2Ab2, como o declinio das proteinas na fase
reprodutiva e na senescéncia da planta (ADAMCZYK; ADAMS; HARDEE, 2001).

Mesmo com as variagfes na expressdo de CrylAc/Cry2Ab2 ndo houve diferencas na
mortalidade de S. frugiperda em bioensaios com folhas em diferentes estadios de
desenvolvimento da planta, a qual variou de 75 a 90% (GREENBERG; LI; LIU, 2010). No
entanto, alteracfes na expressao de proteinas ao longo do ciclo podem causar decréscimo da
atividade inseticida, conforme constatado para Helicoverpa armigera (Hibner) (Lepidoptera:
Noctuidae) em algoddo CrylAc (KRANTHI et al., 2005; OLSEN et al., 2005) e em algodéo
CrylAb (FITT; MARES; LLEWELLYN, 1994). Para respostas bioldgicas obtidas de
diferentes partes da planta, foram encontradas diferencas na sobrevivéncia de H. zea entre os
componentes florais (bracteas, pétalas, anteras, entre outros) do algoddo CrylAc/Cry2Ab2
(GORE; LEONARD; ADAMCZYK, 2001).

Os estudos apresentados evidenciam a eficacia e caracteristicas gerais do algodao
CrylAc/Cry2Ab2; no entanto, a essa planta Bt faltam informacdes sobre a eficacia quando
sob surtos de insetos-alvo (S. frugiperda e P. includens, como exemplos), controle em instares
avancados de desenvolvimento e movimentacao das plantas Bt para plantas ndo-Bt adjacentes

(cultivada ou daninha) no cultivo.

2.4 Algodao CrylAc/CrylF

O algoddo CrylAc/CrylF possui um amplo espectro de controle de lepiddpteros-
praga, entre os quais incluem as espécies S. frugiperda e P. includens (ADAMCZYK; GORE,
2004; ADAMCZYK et al., 2008; SIEBERT et al., 2008; TINDALL et al., 2009;
GREENBERG,; LI; LIU, 2010; ARMSTRONG; ADAMCZYK; GREENBERG, 2011).

Para S. frugiperda, o algoddo CrylAc/CrylF atua com eficicia de controle de 75 a
100% de mortalidade em folhas (ADAMCZYK; GORE, 2004; ADAMCZYK et al., 2008;
SIEBERT et al, 2008; TINDALL et al., 2009; GREENBERG; LI; LIU, 2010;
ARMSTRONG; ADAMCZYK; GREENBERG, 2011) e 60 a 92% de mortalidade em
estruturas reprodutivas (ADAMCZYK; GORE, 2004; HARDKE, 2006). O algodéo
CrylAc/CrylF, avaliado ao longo do periodo reprodutivo da planta, demonstrou elevada
eficacia (>80%), mas teve queda com a conseqliente senescéncia da planta (ADAMCZYK et
al., 2008). Em infestac0es artificiais de S. frugiperda em algoddo CrylAc/CrylF no campo, 0

inseto teve dificuldade de sobrevivéncia e colonizacgdo, ocasionando menos danos em bréacteas



24

e macas em comparacao ao algoddo ndo-Bt (TINDALL et al., 2009). Lagartas de 3° instar de
S. frugiperda alimentadas com estruturas reprodutivas (botéo floral, flor e maca) apresentaram
diferencas significativas na mortalidade em algoddao CrylAc/CrylF, sendo que houve
mortalidade larval completa dos individuos alimentados com botdes florais e poucos
individuos sobreviventes quando alimentados com flores e macds (HARDKE, 2006). Em
ensaios de campo, a ocorréncia natural e sobrevivéncia de S. frugiperda em estruturas
reprodutivas em algodao CrylAc/CrylF apresentaram baixas freqiiéncias em flores, enquanto
que, no algoddo ndo-Bt houve ocorréncia em botdes florais, flores e macas (SIEBERT et al.,
2008). A incorporacdo de tecido liofilizado do algoddao CrylAc/CrylF em dieta artificial
demonstrou que as concentracfes maiores do tecido apresentaram efeitos negativos em
parametros biologicos (peso larval, duracdo de fases de larva e pupa), evidenciando os efeitos
de sub-doses das proteinas expressas pela planta (ARMSTRONG; ADAMCZYK;
GREENBERG, 2011).

A atividade inseticida da proteina CrylF para S. frugiperda € maior em comparacao a
proteina CrylAc no algoddo CrylAc/CrylF (ADAMCZYK; GORE, 2004; ADAMCZYK et
al., 2008; SIEBERT et al., 2008; GREENBERG; LI; LIU, 2010). Para S. frugiperda,
bioensaios com plantas que expressavam CrylAc ou CrylF isoladamente, ou ambas na
mesma planta demonstraram alta eficacia daquelas que expressavam somente CrylF e
CrylAc/CrylF, confirmando a baixa atividade inseticida da planta que expressa somente
CrylAc (ADAMCZYK; GORE, 2004). O fator responsavel por esse efeito diferenciado das
proteinas é a maior suscetibilidade de S. frugiperda a proteina CrylF frente a CrylAc e a
tolerancia natural da espécie a CrylAc (LUO; BANKS; ADANG, 1999;
SIVASUPRAMANIAN et al., 2008). Somado a isso, bioensaios com algoddo CrylAc e
algoddo CrylAc/CrylF para S. frugiperda confirmaram a alta eficacia do algoddo
CrylAc/CrylF e a baixa atividade inseticida do algoddo CrylAc (ADAMCZYK et al., 2008;
SIEBERT et al., 2008; ARMSTRONG; ADAMCZYK; GREENBERG, 2011).

P. includens é totalmente controlada e causa baixa desfolha no algoddo CrylAc/CrylF
(TINDALL et al., 2009). A acdo inseticida das proteinas CrylAc e CrylF para P. includens é
menos conhecida e parece que a atividade da proteina CrylF é maior que a proteina CrylAc.
Na atividade das proteinas na planta, o algodio CrylF (“Algoddo 281”) apresenta maior
atividade inseticida sob P. includens que o algodao CrylAc (“Algoddo 3006”) (J-BCH, 2006;
CERA, 2009). Dados adicionais que contribuem para essa hipotese sdo a alta eficacia do
algodao CrylAc/CrylF no controle de P. includens (TINDALL et al., 2009), a baixa atividade
do algodao CrylAc em bioensaios laboratoriais com folhas (AKIN et al., 2010) e a ocorréncia
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em campo da espécie-alvo ndo diferiu entre o algoddao CrylAc e o algoddo convencional
(ADAMCZYK; ADAMS; HARDEE, 2001; CHITKOWSKI et al., 2003). Por outro lado, 0
algoddo CrylAc afetou parametros bioldgicos (viabilidade e duracdo da fase larval) de P.
includens, sugerindo que o algodao CrylAc cause uma reducdo do crescimento populacional
da espécie-praga (ASHFAQ; YOUNG; McNEW, 2001).

Com relacdo a toxicologia, as proteinas CrylAc e CrylF parecem compartilhar o
mesmo sitio de acdo em espécies de lepidopteros da familia Noctuidae. Estudos envolvendo
sitios de acdo das proteinas inseticidas CrylAc e CrylF em H. virescens e H. zea indicaram
que ambas as proteinas compartilham o mesmo sitio de ligacdo na membrana do meséntero
(EPA, 2005). Indiretamente, mediante a selecdo de individuos resistentes a proteinas
inseticidas de Bt podem-se conhecer possiveis competicdes em sitios de acdo. Assim, uma
populacdo de H. virescens foi selecionada em condi¢cdes de laboratério para a proteina
CrylAc (razdo de resisténcia em torno de 10.000 vezes) e apresentou resisténcia cruzada as
proteinas CrylF e CrylAb (GOULD et al., 1995), e adicionalmente, foi reconhecido um gene
autossémico recessivo em Plutella xylostella (L.) (Lepidoptera: Plutellidae) com altas taxas
de resisténcia para as proteinas CrylAa, CrylAb, CrylAc e CrylF (TABASHNIK et al.,
1997). Portanto, o compartilhamento de sitio de ligacéo e a existéncia de resisténcia cruzada
entre as proteinas CrylAc e CrylF sdo fatores importantes para o MRI do algodao
CrylAc/CrylF, pois a planta pode ndo apresentar 0 manejo por ataque multiplo (pirdmide de
genes) através da expressao das duas proteinas inseticidas para S. frugiperda e P. includens.

Quanto a expressao das proteinas inseticidas no algoddo CrylAc/CrylF, os niveis da
proteina CrylAc foram aproximadamente de 3 a 20 vezes menores que CrylF nas folhas,
botbes florais, flores, macds e sementes, exceto para o pdlen que foi o Unico tecido vegetal
com maior expressao da proteina CrylAc que a proteina CrylF (EPA, 2004). Adicionalmente,
sabe-se que o0s niveis de expressdo do algoddo CrylAc/CrylF sdo similares as plantas que
expressam as proteinas isoladamente e que os promotores utilizados nos cassetes de expressao
dos genes crylAc e crylF sdo distintos (CERA, 2009). Nas fases de desenvolvimento, a
expressao de ambas as proteinas é extremamente dindmica entre os tecidos vegetais. A
expressao da proteina CrylF no algoddo CrylAc/CrylF geralmente aumenta nas folhas
expandidas e terminais ao longo do desenvolvimento da planta, enquanto ocorre um
decréscimo nos niveis da proteina CrylAc nas folhas terminais e nas macas (SIEBERT et al.,
2009). O promotor (4ocs)DeltaMas2’, utilizado no cassete de expressdo do gene crylF, é
regulado pelos hormdnios de crescimento da planta e 0 meristema apical inibe a expressao

deste promotor, e consequentemente, diminui a expressdo da proteina CrylF nos tecidos em
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desenvolvimento (LANGRIDE et al., 1989). A ocorréncia de maiores danos no algodao
CrylAc/CrylF por S. frugiperda no dossel superior em comparagdo aos dosséis mediano e
inferior (ADAMCZYK et al., 2008) é devido ao fato de que folhas completamente expandidas
possuem maiores niveis da proteina CrylF em comparacdo com outras partes da planta
(folhas terminais em expanséo, botdes florais, flores e macas) (SIEBERT et al., 2008).

Os dados apresentaram fatores da eficacia do algoddo CrylAc/CrylF e da planta Bt
(proteinas inseticidas, niveis de expressdo etc); no entanto, € preciso conhecer a eficacia do
algoddo sob surtos populacionais de espécies-alvo (S. frugiperda e P. includens, como
exemplos) e as respostas biolégicas de insetos-alvo em diferentes instares e que possuem
mobilidade entre plantas Bt para plantas adjacentes ndo-Bt (cultivada ou daninha) para definir
estratégias de MRI. Além disso, o relato de resisténcia de S. frugiperda ao milho CrylF
(STORER et al., 2010) aliado a baixa atividade da proteina CrylAc ao inseto-praga e a
resisténcia cruzada entre CrylAc e CrylF (GOULD et al., 1995; TABASHNIK et al., 1997)
devem ser considerados no manejo da resisténcia desse inseto-praga ao algod&o
CrylAc/CrylF.

2.5 Manejo da Resisténcia de Insetos ao algoddo Bt

Os eventos de plantas Bt necessitam de um programa de Manejo de Resisténcia de
Insetos (MRI) para preservar sua vida Gtil (GOULD, 1998). A fim de retardar a evolucédo da
resisténcia, primeiramente é necessario compreendé-la como processo bioldgico de selecdo
direcional para alelos pré-existentes em uma populacdo e que conferem a caracteristica
fenotipica da resisténcia (HARTLEY et al., 2006; FFRENCH-CONSTANT, 2007).

Em plantas Bt, a resisténcia € dada por mudancas evolutivas em uma populacdo de
insetos em resposta a uma proteina inseticida expressa na planta Bt para controlar um inseto-
praga (PITTENDRIGH et al., 2008), sendo considerado individuo resistente a planta Bt
aquele que sobrevive, desenvolve, acasala e gera descendentes nesta esta planta (ANDOW,
2008). A capacidade genética de evolucdo da resisténcia a proteinas Bt estd presente
provavelmente em todos os insetos, sendo que a heranca da resisténcia, estabilidade da
resisténcia e custo adaptativo tém sido relatados para varias espécies (GILL; COWLES;
PIETRANTONIO, 1992; BAUER, 1995).

A evolugdo da resisténcia no campo de pragas-alvo de eventos Bt foi relatada em
diversos estudos, dentre os quais: Busseola fusca (Fuller) (Lepidoptera: Noctuidae) ao milho
Cry1Ab na Africa do Sul (VAN RENSBURG, 2007); S. frugiperda ao milho Cry1F em Porto
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Rico (STORER et al., 2010); H. zea ao algodéo CrylAc (LUTTRELL; WAN; KNIGHTEN,
1999; ALI; LUTTRELL; YOUNG, 2006) e ao algoddo CrylAc/Cry2Ab no sudoeste dos
EUA (ALI; LUTTRELL, 2007); H. punctigera (Wallengren) (Lepidoptera: Noctuidae) a
proteina Cry2Ab2 na Australia (DOWNES; PARKER; MAHON, 2010); Diabrotica virgifera
virgifera LeConte (Coleoptera: Chrysomelidae) ao milho Cry3Bbl nos EUA (GASSMANN
etal., 2011); e P. gossypiella ao algod&o CrylAc na india (DHURUA; GUJAR, 2011).

Para a espécie S. frugiperda, a resisténcia ao milho CrylF em Porto Rico foi
caracterizada como heranca autossdmica, recessiva, sem efeito maternal e com razdo de
resisténcia da ordem de 450 vezes (STORER et al., 2010). A heranca da resisténcia
autossdémica e recessiva somada a razdo de resisténcia encontrada sugere que a alteracdo dos
receptores de proteinas de Bt no meséntero pode ser responsavel pela resisténcia dos insetos
(FERRE; VAN RIE, 2002). Em P. includens foram encontradas diferencas significativas para
inseticidas Bt (MASCARENHAS; BOETHEL, 1997) e diminuicdo da suscetibilidade a
inseticidas bioldgicos de Bt quando os insetos foram coletados no algoddo CrylAc
(MASCARENHAS et al., 1998).

Na Australia, a frequéncia de alelos de resisténcia a proteina Cry2Ab2 em H.
punctigera coletada em varios hospedeiros foi estimada durante cinco safras e verificou-se
uma evolucdo da frequéncia de alelos da ordem de 0,002 na safra 2004/05 para 0,012 na safra
2008/09, a qual representa um aumento em torno de 6 vezes na frequéncia alélica (DOWNES;
PARKER; MAHON, 2010). Nesse pais, a proteina Cry2Ab2 somente esta presente no
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 (CERA, 2010), portanto, a pressao de selecdo da espécie somente
deve-se ao emprego do algodao CrylAc/Cry2Ab2.

Nessa Otica, 0 cenario no Brasil € pior que o exemplo da Australia, pois espécies-alvo
polifagas, como S. frugiperda e P. includens, sofrem pressédo de selecdo sucessiva e continua
com a sucessao e sobreposicdo em cultivos Bt (soja, milho e algodédo) por proteinas de Bt que
podem apresentar resisténcia cruzada (HERRERO et al., 2001; HERNANDEZ; FERRE,
2005; HERNANDEZ-RODRIGUEZ et al., 2008; CACCIA et al., 2010).

Sendo assim, o Manejo de Resisténcia de Insetos (MRI) ao algoddo Bt é de extrema
importancia no Brasil a fim de retardar a evolugdo da resisténcia dos insetos-alvo e prolongar
a vida util das proteinas inseticidas. Desse modo, estratégias para retardar a selecdo de
individuos resistentes a plantas Bt tém sido propostas, tais como reflgio, plantas de alta dose
e piramide de genes (GOULD, 1988; McGAUGHEY; WHALON, 1992). O refugio consiste

na estratégia por moderacdo e sua implementacdo é associada a estratégia de alta dose da
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proteina inseticida na planta ou de piramide de genes pelo emprego de mais de uma proteina
inseticida que atua sobre as pragas-alvo da tecnologia Bt.

Atualmente, a nova geracdo de plantas Bt busca a expressdo de mais de um gene de B.
thuringiensis, sendo a pratica conhecida como pirdmide de genes quando ambas as proteinas
possuem alta atividade bioldgica (IVES et al., 2011) e assume-se que a resisténcia a estas
proteinas seja governada por loci distintos (McCGAUGHEY; WHALON, 1992; TABASHNIK,
1994a). A vantagem da piramide de genes, como o caso do algoddo CrylAc/Cry2Ab2, esta na
provavel evolucdo da resisténcia de forma mais lenta em comparag¢do ao uso de uma unica
proteina inseticida na planta (ROUSH, 1998).

O reflgio objetiva reduzir a pressdo de selecdo pelo acasalamento de individuos
homozigotos resistentes de plantas Bt e homozigotos suscetiveis de plantas ndo-Bt, formando
a progénie em heterozigose e funcionalmente recessiva a planta Bt (GOULD, 1998; BRAVO;
SOBERON, 2008). A adogdo do reflgio apresenta variaveis de dimensdo e disposicio
espacial, consistindo a primeira na area de refligio em relacdo a area total (cultivo com planta
Bt + refugio) e a segunda na forma de implantacéo do reflgio no ambiente de cultivo Bt.

Tecnicamente, o reflgio é determinado por célculos de modelagem que visam um
suprimento de individuos suscetiveis a area de Bt que garantam alta probabilidade de
acasalamentos dos individuos oriundos das plantas Bt. No Brasil, as empresas detentoras da
tecnologia Bt recomendam geralmente a area de refagio entre 10 a 20% da area cultivada para
plantas Bt com somente uma proteina inseticida em comparacdo ao reflgio de 5% para
plantas Bt com mais de uma proteina inseticida, sendo que o complexo de lepiddpteros-alvo
controlados por plantas Bt com uma ou mais proteinas Bt pouco se alterou. Entretanto, nas
condicOes da cultura do algodao, a qual possui um amplo complexo de lepiddpteros-alvo, 0s
eventos de algoddo Bt com mais de uma proteina inseticida (CrylAc/Cry2Ab2,
CrylAc/CrylF e CrylAb/Cry2Ae) liberados no pais aumentaram o espectro de pragas-alvo
(incluséo de S. frugiperda e P. includens, por exemplo) frente ao algoddo com somente uma
proteina inseticida (CrylAc) e as recomendacdes de refugio tendem a diminuir como o caso
do milho Bt. Essa tomada de decisdo desafia os principios do manejo da resisténcia do
complexo de insetos-alvo quanto aos manejos por moderacgdo (refigio) e por ataque multiplo
(pirdmide de genes) no algodéao piramidado.

A disposicdo espacial do refugio no ambiente de cultivo pode ser de duas formas:
estruturada, onde o plantio de areas com plantas Bt e ndo-Bt ocorre em proximidade e
assegura o acasalamento aleatério com individuos oriundos do cultivo Bt (GOULD, 1998) e a

mistura de sementes de plantas Bt e ndo-Bt para a semeadura, e consequentemente, a origem



29

de plantios heterogéneos (GOULD, 1988; GOULD; ANDERSON, 1991). Entretanto, a
dificuldade em adotar a mistura de sementes esta na necessidade de assumir que a heranca da
resisténcia seja recessiva e 0s insetos-alvo ndo podem mover-se entre plantas, o que caso
ocorra, contribui para a evolucdo da resisténcia (MALLET; PORTER, 1992; TABASHNIK,
1994b; ANDOW, 2008). A mistura de plantas Bt (CrylAc) e ndo-Bt em cultivo de brocoli
acelerou o processo de evolugdo da resisténcia de P. xylostella a proteina CrylAc durante 5
geracbes em comparacao ao refugio estruturado (TANG et al., 2001). Essas constatacGes
demonstraram que individuos heterozigotos passam a ter vantagens adaptativas em condicdes
de mistura de sementes e a dominancia funcional da resisténcia pode ser alterada.

A mobilidade e alimentacdo entre plantas Bt e ndo-Bt, seja em condi¢fes de mistura
de sementes ou presenca de plantas daninhas e/ou voluntarias hospedeiras dos insetos-alvo,
podem acelerar o processo de evolugdo da resisténcia (GLAUM; IVES; ANDOW, 2012).
Além disso, é conhecida a habilidade de lepiddpteros-alvo em evitar as proteinas de Bt
expressas em algodé&o, tais como H. armigera (ZHANG et al., 2004), H. zea (BENEDICT et
al., 1993; HALCOMB et al., 2000; GORE; LEONARD; ADAMCZYK, 2001; GORE et al.,
2002; ABEL; ADAMCZYK, 2004; GORE; ADAMCZYK; BLANCO, 2005; LU etal., 2011),
H. virescens (GOULD; ANDERSON, 1991; BENEDICT et al., 1992; BENEDICT et al.,
1993; PARKER; LUTTRELL, 1999; HALCOMB et al., 2000), Spodoptera exigua (Htbner)
(Lepidoptera: Noctuidae) (BERDEGUE; TRUMBLE; MOAR, 1996) e T. ni (LI;
GREENBERG; LIU, 2006; LI; GREENBERG; LIU, 2007). Dessa forma, no Brasil, com a
presenca de espécies-alvo polifagas e endémicas no algodoeiro, como o caso de S. frugiperda
e P. includens, a mobilidade e alimentagéo larval entre plantas Bt e ndo-Bt no ambiente de
cultivo podem expor esses insetos a sub-doses de proteinas inseticidas e acelerar o0 processo
de evolucdo da resisténcia (MALLET; PORTER, 1992; TABASHNIK, 1994b; ANDOW,
2008). Sob condicBes de mistura de sementes, H. virescens demonstrou mobilidade do
algoddo CrylAc para o algoddo ndo-Bt (PARKER; LUTTRELL, 1999) e sabe-se que essa
espéecie altera o comportamento no algoddo CrylAc (BENEDICT et al.,, 1993) e evita
proteinas inseticidas de Bt em dieta artificial (GORE; ADAMCZYK; BLANCO, 2005).

O comportamento larval de S. frugiperda e P. includens em algoddo CrylAc/Cry2Ab2
e CrylAc/CrylF e em condic¢des de mistura de sementes € desconhecido. Portanto, possiveis
alteracbes comportamentais na alimentacdo e mobilidade nos eventos de algodéao
CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF sdo fatores bioldgicos importantes no manejo da

resisténcia desses insetos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Criacdo e manutencéo das populacdes de S. frugiperda e P. includens

A populacédo de S. frugiperda foi coletada em area de milho ndo-Bt no municipio de
Rio Verde-GO no ano 2011, e de P. includens, em area de soja no municipio de Paulinia-SP e
mantida em laboratério por mais de 10 anos. Desde a coleta, essas populacGes foram mantidas
livres de pressdo de selecdo com inseticidas ou proteinas de Bt. As lagartas recém-eclodidas
de S. frugiperda e P. includens foram mantidas em dieta artificial até a fase de pupacéo em
copos plasticos com volume de 50 mL, vedados com uma placa acrilica circular. A dieta
artificial provida as lagartas foi a base de feijdo branco (Adaptado de GREENE; LEPLA;
DICKERSON, 1976) (Tabela 1). Em cada copo plastico, foram inoculadas 2 lagartas e na
ocasido da pupacao, as pupas foram retiradas e acondicionadas em placas de Petri (12 cm de
diametro x 1,5 cm de altura) forradas com papel filtro e colocadas em gaiolas para
emergéncia. Apos a emergéncia, os adultos foram repassados para gaiolas cilindricas de PVC
(24 cm altura x 14,5 cm de didmetro), revestidas internamente com papel sulfite branco e
fechadas na parte superior com tecido tipo “voil”. O alimento para os adultos foi constituido
de algod&o saturado com solucdo aquosa de mel a 10%. As gaiolas foram mantidas em sala
climatizada a 25 = 1°C, umidade relativa de 70 = 10% e fotofase de 14 h. A cada 2 dias, 0s
ovos foram coletados e acondicionados em recipientes plasticos (250 mL) contendo papel
filtro umedecido com agua destilada e incubados em camara climatizada a 25 + 1°C e fotofase
de 14 h. Apés a eclosdo, as lagartas foram inoculadas em dieta artificial retornando a criacdo

de manutencéo, sendo o restante utilizado para realiza¢éo dos bioensaios.
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Tabela 1 - Composicao da dieta artificial utilizada para a criacdo de S. frugiperda e P. includens (Adaptacéo de
GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976)

Ingrediente Quantidade
Feijdo branco (g) 75,00
Germe de trigo (g) 60,00
Proteina de soja (g) 30,00
Caseina (g) 30,00
Levedura de cerveja (g) 37,50
Agar (g) 22,50
Acido ascorbico (g) 3,96
Acido sorbico (g) 1,98
Metilparahidroxibenzoato (nipagin) (9) 3,30
Cloridrato de tetraciclina 50% (mg) 124,00
Formaldeido 10% (mL) 15,90
Complexo vitaminico (mL) 9,90
Agua (mL) 1200,00

Composigdo do complexo vitaminico

Niacinamida (g) 1,00

Pantotenato de célcio (Q) 1,00

Riboflavina (g) 0,50

Tiamina (g) 0,25

Piridoxina (g) 0,25

Acido félico (g) 0,10

Biotina (mg) 0,02

Vitamina B12 (1.000 mg.mL™) (mL) 2,00
Agua (mL) 1000,00

3.2 Bioensaios com discos de folha e bracteas

Para realizacdo dos bioensaios, foram utilizadas plantas de algoddo CrylAc/Cry2Ab2
(Bollgard® Il — evento MON 15985, Monsanto do Brasil Ltda) e a isolinha convencional ndo-
Bt (DeltaOpal®), e do algoddo CrylAc/CrylF (PhytoGen PSC 355 - WideStrike " - evento
281-24-236/3006-210-23, Dow AgroSciences Industrial Ltda) e a isolinha convencional ndo-
Bt (PhytoGen PSC 355), os quais foram cultivados em casa de vegetacdo. A semeadura foi
realizada em vasos plasticos de 12 L (4 plantas por vaso) contendo terra e substrato vegetal na
proporcao 2:1 entre os meses de outubro de 2011 a fevereiro de 2012. Os bioensaios com
discos de folha foram iniciados na emissdo do botdo floral, 14 dias ap6s a emissdo do botdo

floral, florescimento, 14 dias ap6s o florescimento e 28 dias apds o florescimento. Os
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bioensaios com brécteas foram realizados com plantas em florescimento, 14 dias ap6s o
florescimento e 28 dias ap6s o florescimento. Para os bioensaios com discos de folha
retiraram-se folhas completamente expandidas do terco superior das plantas. Em laboratorio,
com auxilio de um vazador foram retirados discos de folha (2,4 cm de diametro) e
acondicionados sobre uma mistura ndo geleificada de agar-agua a 2,5% e disco de papel filtro
em placas de acrilico com 6 e 12 células para S. frugiperda e P. includens, respectivamente.
Nos bioensaios com brécteas para S. frugiperda, essas foram retiradas do 6°, 7° e 8° n6 da
planta independente da estrutura reprodutiva (botdo floral, flor ou macad). As bracteas foram
acondicionadas em placas de acrilico de 6 células, conforme metodologia descrita
anteriormente. Para ambos os bioensaios (folha e bréctea), em cada célula foi inoculada uma
neonata de S. frugiperda ou P. includens (até 24 h de idade) com auxilio de um pincel fino, e
para vedacdo foram usados um filme plastico e a tampa da placa. Nos bioensaios com S.
frugiperda, aos trés e seis dias apds a inoculacdo procedeu-se a substituicdo dos discos de
folha ou brécteas e aos nove dias foi realizada a avaliacdo final, quando se contabilizou a
mortalidade, peso e instar das lagartas sobreviventes. Nos bioensaios com P. includens, aos
cinco dias apds a inoculacdo avaliou-se a mortalidade, peso e instar das lagartas
sobreviventes. Para as duas espécies-praga foram consideradas mortas as lagartas sem
movimento aparente apos leve toque com estilete e as lagartas com tamanho < 2,0 mm. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 repeticbes por
tratamento/espécie, sendo cada repeticdo constituida de 12 e 6 neonatas nos bioensaios com
discos de folha e bracteas, respectivamente. As placas foram acondicionadas em camara
climatizada na temperatura de 27 + 1°C, umidade relativa 60 + 10% e fotofase de 14 h. Os
dados de mortalidade dos tratamentos com algoddo Bt foram corrigidos a partir dos
respectivos tratamentos com algodao ndo-Bt (ABBOTT, 1925). Para avaliacdo do peso, as
lagartas sobreviventes em cada repeticdo foram pesadas em balanca analitica, e a reducéo do
desenvolvimento larval calculada e corrigida a partir do tratamento com a isolinha ndo-Bt. Os
dados de porcentagem de mortalidade, reducdo de desenvolvimento e enfezamento larval
foram submetidos a analise de normalidade de distribuicdo (SHAPIRO; WILK, 1965) e
homogeneidade de variancias (HARTLEY, 1950). Posteriormente, os dados foram
comparados pelo teste de Mann-Whitney (P < 0,05) (PROC NPARIWAY) (SAS
INSTITUTE, 2000). A analise da atividade bioldgica entre o algoddo Bt e a isolinha ndo-Bt
foi realizada pelo teste de Mann-Whitney (P < 0,05), e entre os periodos avaliados do algodao-
Bt pelo teste de Mann-Whitney (P < 0,05) (dois periodos avaliados) ou pelo teste de Kruskal-
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Wallis (P < 0,05) (mais de dois periodos avaliados) (PROC NPARIWAY) (SAS
INSTITUTE, 2000).

3.3 Simulacdes de alimentacdo larval de S. frugiperda e P. includens com algodéao
CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF

Para os bioensaios de simulacdo de alimentacdo larval com S. frugiperda e P.
includens, as plantas foram cultivadas em casa de vegetacdo conforme descrito anteriormente.
Os bioensaios iniciaram-se quando as plantas atingiram o florescimento (> 50% das plantas
com flores). A partir desse momento, foram retiradas folhas completamente expandidas do
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 (Bollgard® 11) e algoddo CrylAc/CrylF (WideStrike™), e as
respectivas isolinhas ndo-Bt. As folhas utilizadas nos bioensaios foram coletadas a partir do 7°
no do caule principal (orto-tropico) da planta. As simulacdes de alimentagdo larval (S-0, S-3,
S-6, S-9, S-12, S-15, S-18 e S-C), por toda a fase larval, corresponderam ao fornecimento de
algoddo Bt e ndo-Bt (Tabela 2). As simulacGes S-0, S-3, S-6, S-9, S-12, S-15 e S-18
consistiram em grupos de lagartas que foram alimentadas com o algod&do Bt a partir do dia 0
(inoculacdo), 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias apds a inoculacdo (DAI) em recipientes individuais, e
por todo o periodo larval, sendo que anteriormente a alimentagdo com o algoddo Bt, foi
fornecido algoddo n&o-Bt como alimento. Na simulacdo S-C as lagartas somente foram
alimentadas com o algoddo ndo-Bt durante todo o desenvolvimento larval. Os bioensaios
foram realizados em copos plasticos (100 mL) contendo uma camada agar-agua (2,5%) de 10
mL e papel-filtro. O alimento foi substituido a cada 3 dias, quando avaliou-se a sobrevivéncia
larval, e, para 10 lagartas previamente identificadas o tamanho da capsula cefélica e peso.
Este procedimento foi realizado até a pupacdo ou mortalidade completa nas simulaces. Apos
a pupacdo, as pupas foram acondicionadas em tubos de vidro (8,5 cm de comprimento x 2,5
cm de diametro) contendo em seu interior um papel-filtro (2 cm?), o qual foi umedecido a
cada 2 dias, atée a emergéncia. O experimento foi conduzido em camaras climatizadas a 25 +
1°C, umidade relativa de 60 + 10% e fotofase de 14 h. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com 10 repeti¢des por simulacdo de alimentacdo, sendo cada
repeticdo representadas por 5 lagartas, totalizando 50 lagartas por simulagdo. As variaveis
avaliadas foram sobrevivéncia larval, viabilidade dos estagios de larva e pupa, duracao da fase
larval, de pupa e larva-adulto, biomassa de pupas com 24 h de idade, e taxa de emergéncia. As
varidveis avaliadas foram submetidas as analises de normalidade (SHAPIRO; WILK, 1965) e

homogeneidade de variancias (HARTLEY, 1950). A viabilidade de larvas e pupas e a taxa de



35

emergéncia foram submetidas a comparacdo entre duas simulagcdes pelo teste de Mann-
Whitney (P < 0,05), e mais de duas simulacGes pelo teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05) (PROC
NPARIWAY) (SAS INSTITUTE, 2000). A sobrevivéncia ao longo do desenvolvimento
larval, por tratar-se de medida repetida no tempo, foi submetida a analise de Qui-quadrado (P
<0,05), e os tratamentos discriminados pelas diferencas dos quadrados minimos (LSMEANS)
(PROC GENMOD, SAS INSTITUTE, 2000). Os dados de duracao das fases de larva, pupa e
larva-adulto e biomassa de pupas nas simulacdes de alimentacdo larval de S. frugiperda com o
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (P < 0,05) (PROC
NPARIWAY) (SAS INSTITUTE, 2000). Os dados de duragdo das fases de larva, pupa e
larva-adulto e biomassa de pupas nas simulagdes de alimentacéo larval de S. frugiperda com o
algoddo CrylAc/CrylF e de P. includens com ambos os eventos de algoddo Bt
(CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF) foram submetidos a comparacdo de médias pelo teste t
de Student (P < 0,05) (PROC TTEST) quando apresentaram normalidade de distribuicéo e
homogeneidade de variancias, e submetidos a analise pelo teste de Mann-Whitney (P < 0,05)
na auséncia de tais pressupostos estatisticos (PROC NPARIWAY) (SAS INSTITUTE, 2000).

Tabela 2 - Simulac¢des de alimentacao larval de S. frugiperda e P. includens com folhas de algodao Bt e ndo-Bt

Simulagdes de alimentacdo Dias ap0s a inoculagdo (DAI)
larval 0 3 6 9 12 15 18
S-0 Bt Bt Bt Bt Bt Bt Bt
S-3 Né&o-Bt Bt Bt Bt Bt Bt Bt
S-6 Né&o-Bt Né&o-Bt Bt Bt Bt Bt Bt
S-9 Né&o-Bt Né&o-Bt Né&o-Bt Bt Bt Bt Bt
S-12 Néo-Bt Né&o-Bt Né&o-Bt Né&o-Bt Bt Bt Bt
S-15 Néo-Bt Né&o-Bt Né&o-Bt Né&o-Bt N&o-Bt Bt Bt
S-18 Né&o-Bt Ndo-Bt  N&o-Bt  N&o-Bt Ndo-Bt  N&o-Bt Bt
S-C (Controle) Né&o-Bt Né&o-Bt Né&o-Bt Né&o-Bt N&o-Bt N&o-Bt N&o-Bt

3.4 Biologia de S. frugiperda no algodédo Cry1lAc/Cry2Ab2 e isolinha ndo-Bt

Para o estudo de biologia de S. frugiperda em algoddo CrylAc/Cry2Ab2, esse foi
cultivado em casa de vegetagdo conforme descrito anteriormente. Os bioensaios foram
iniciados quando as plantas atingiram o florescimento (> 50% das plantas com flores). Os
tratamentos consistiram de algoddo CrylAc/Cry2Ab2 (Bollgard® II) e a isolinha ndo-Bt
(DeltaOpal®). Nos bioensaios utilizaram-se folhas completamente expandidas e coletadas a

partir do 7° né do caule principal (orto-tropico) da planta. Para tanto, neonatas de S.
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frugiperda (até 24 h apds eclosdo) foram inoculadas em grupos de 20 individuos em copos
pléasticos (100 mL) contendo um pedaco de folha de algod&o Bt ou ndo-Bt (10 cm?), a qual foi
acondicionada sobre uma camada de 10 mL de agar-agua (2,5%), sendo a folha de algodao
separada da camada de &gar-agua geleificada por um papel-filtro. Aos 6 dias apds a
inoculacdo, as lagartas sobreviventes foram individualizadas em tubos de vidro (8,5 cm de
comprimento x 2,5 cm de didmetro) previamente esterilizados, contendo um pedaco de folha
de algoddo e uma seccdo de papel-filtro (2 cm?) umedecido, e tamponados com algoddo
hidrofobo. O alimento foi substituido a cada 2 dias até a pupacdo. As pupas foram
acondicionadas em recipientes de vidro similares e a umidade foi fornecida por meio de
papel-filtro, o qual foi umedecido a cada 2 dias até a emergéncia. Foram avaliados 0s
seguintes parametros biologicos: duracao e viabilidade dos estagios de ovo, larva e pupa, e do
periodo ovo-adulto, biomassa larval aos 18 dias apds a inoculacdo, biomassa de pupas com 24
h de idade, razdo sexual, e longevidade, periodos de pré-oviposi¢do, oviposicdo e pods-
oviposicdo, fecundidade e fertilidade de adultos. A razdo sexual foi calculada pela férmula: rs
= fémea/(macho + fémea). A duracéo e viabilidade dos estagios de ovo, larva, pupa e periodo
ovo-adulto foram determinadas em observacbes diarias. A longevidade, fecundidade e
fertilidade dos adultos foram avaliadas a partir da formacdo de 15 casais/tratamento em
gaiolas de PVC (23 cm de altura x 10 cm de didmetro), revestidas internamente com papel-
jornal (substrato de oviposicdo) e fechadas na parte superior com tecido “voil”. Os adultos
foram alimentados com solu¢do aquosa de mel a 10% fornecida em algoddo saturado.
Diariamente realizou-se a contagem dos ovos, e revisou-se a mortalidade de adultos. Para
determinacdo do periodo embrionério e viabilidade foram incubados cerca de 100 ovos da
segunda postura de cada casal. Os ovos foram acondicionados em tubos de vidro (8,5 cm de
comprimento x 2,5 cm de didmetro), contendo em seu interior um papel-filtro (2 cm?), que foi
umedecido diariamente com agua destilada, sendo vedados na parte superior com filme
plastico. As posturas foram observadas diariamente contando-se o numero de lagartas
eclodidas. O experimento foi conduzido em condicGes a 25 + 1°C, umidade relativa de 60% +
10% e fotofase de 14h. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 100
repeti¢Oes para o tratamento algodédo Bt (CrylAc/Cry2Ab2) e 10 repeticBes para o tratamento
algodédo ndo-Bt, sendo cada repetigdo constituida de 20 lagartas.

Os dados de duracdo e viabilidade dos estagios de desenvolvimento, biomassa larval e
de pupas e parametros biologicos de adultos (longevidade de adultos, periodo de pré-
oviposi¢do, oviposicdo e pos-oviposicdo, e fertilidades diaria e total) foram submetidos a
analise de normalidade de dados (SHAPIRO; WILK, 1965) e homogeneidade de variancias
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(HARTLEY, 1950). Os dados de duracdo e viabilidade dos estagios de desenvolvimento,
biomassa larval, biomassa de pupas, e periodos de pré-oviposicdo e po6s-oviposicao foram
submetidos a comparacdo de médias pelo teste de Mann-Whitney (P < 0,05) (PROC
NPARIWAY) (SAS INSTITUTE, 2000). Os dados de longevidade de adultos (machos e
fémeas), periodo de oviposicao, fertilidades diaria e total foram submetidos & comparacao de
médias pelo teste t de Student (P < 0,05) (PROC TTEST) (SAS INSTITUTE, 2000). O
possivel desvio na proporcao dos sexos foi comparado utilizando o teste de Qui-quadrado (%)
(P < 0,05) (PROC FREQ) (SAS INSTITUTE, 2000). Para obtencdo da tabela de vida de
fertilidade calculou-se o intervalo médio entre geragdes (T), taxa liquida de reproducédo (Ro),
taxa intrinseca de crescimento (ry) e a razdo finita de crescimento (A). Os parametros de
tabela de vida de fertilidade foram obtidos e comparados por meio da programacdo
“Lifetable.sas” (MAIA; LUIZ; CAMPANHOLA, 2000) e comparados pelo teste t bilateral (P
<0,05) (SAS INSTITUTE, 2000).
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4 RESULTADOS

4.1 Estudos com S. frugiperda

4.1.1. Bioensaios com discos de folha e bréacteas

As proteinas CrylAc/Cry2Ab e CrylAc/CrylF expressas na folha do algodao
CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF ocasionaram alta mortalidade de S. frugiperda, variando
entre 80 a 100% (Figuras 1 e 2). Nos bioensaios com discos de folha do algodéo
CrylAc/Cry2Ab2, a mortalidade de S. frugiperda foi significativamente superior a isolinha
ndo-Bt na emissdo do botéo floral (U = 155,0, z = 3,91, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001), 14 dias
apos a emissdao do botdo floral (U = 155,0, z = 3,79, n; = 10, n, = 10, P = 0,0002),
florescimento (U = 155,0, z = 4,02, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001), 14 dias ap6s o
florescimento (U = 155,0, z = 3,81, n; = 10, n, = 10, P = 0,0001) e 28 dias ap6s o
florescimento (U = 155,0, z = 3,93, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001) (Figura 1). Ao longo do
ciclo do algodoeiro houve diferencas significativas na mortalidade de S. frugiperda, sendo
que aos 14 dias ap6s a emissdao do botdo floral, a atividade inseticida do algoddo Bt
CrylAc/Cry2Ab2 foi a menor (aproximadamente 80% de mortalidade) dentre todos o0s
periodos avaliados, mas ndo diferiu da avaliagdo aos 14 dias ap6s o florescimento (x* = 18,95,
g.l. =4, P =0,0008) (Figura 1).

Mesmo havendo sobrevivéncia de algumas lagartas de S frugiperda no algodédo
CrylAc/Cry2Ab2, essas tiveram uma significativa inibicdo de desenvolvimento quando
comparadas a isolinha ndo-Bt, na emisséo do botdo floral (U = 155,0, z = 4,15, n; = 10, n; =
10, P < 0,0001), 14 dias apds a emissdo do botdo floral (U = 155,0, z = 4,00, n; = 10, n, = 10,
P < 0,0001), 14 dias apés o florescimento (U = 155,0, z = 4,06, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001)
e 28 dias apos o florescimento (U = 155,0, z = 4,15, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001) (Tabela 3).
O enfezamento, representado pelas lagartas que ndo atingiram o 3° instar aos 9 dias apos a
inoculacédo foi significativamente maior no algoddo CrylAc/Cry2Ab2 na emissdo do botéo
floral (U = 155,0, z = 4,02, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001), 14 dias ap6s a emissdo do botdo
floral (U = 155,0, z = 3,77, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001), 14 dias ap0s o florescimento (U =
155,0,z = 4,01, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001) e 28 dias apos o florescimento (U = 155,0, z =
4,07, n; =10, n, = 10, P <0,0001), em relacdo a isolinha-Bt (Tabela 3).
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Figura 1 - Mortalidade larval (x EP) de S. frugiperda em discos de folha do algoddo CrylAc/Cry2Ab2. Houve
diferenca estatistica significativa (Mann-Whitney a P < 0,05) entre o algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e a
isolinha ndo-Bt em todos os periodos avaliados. Médias seguidas de mesma letra nas barras do
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 ndo diferem entre si (Kruskal-Wallis a P < 0,05)

Tabela 3 - Inibigdo do desenvolvimento e enfezamento larval de S. frugiperda em discos de folha do algoddo
CrylAc/Cry2Ab2 na fase reprodutiva do algodoeiro

Fenologia do algodoeiro®

L 14 dias apos ) i ) i
Tratamentos Emisséo do oL ) 14 dias apos 28 dias apos
emisséo do Florescimento

botéo floral 3 florescimento  florescimento
botéo floral

Inibicdo do desenvolvimento (%)
CrylAc/Cry2Ab2 85,6 +0,2 91,8+0,3 100,0+£0,0 82,3+0,8 93,0+0,1
Isolinha ndo-Bt 0,0+0,0 0,0+0,0 - 0,0+0,0 0,0+0,0

Enfezamento (%)
CrylAc/Cry2Ab2 100,0+£0,0 93,2+2,0 100,0+0,0 100,0+0,0 100,0+0,0
Isolinha ndo-Bt 234+3,.2 11,7+ 3,6 - 31,2+4.1 6,7+17

Wvalores representam médias + EP. Houve diferenca estatistica significativa (Mann-Whitney a P < 0,05) entre o
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e a isolinha ndo-Bt para os pardmetros biolégicos em todos os periodos avaliados.

O algoddo CrylAc/CrylF também ocasionou elevada mortalidade (> 95%) de S.
frugiperda (Figura 2). Diferencas significativas na mortalidade entre o algodéo
CrylAc/CrylF e a isolinha ndo-Bt foram observadas em todas as fases de desenvolvimento
avaliadas, na emissdo do botéo floral (U = 155,0, z = 3,89, n; = 10, n, = 10, P = 0,0001), 14
dias apo6s a emissdo do botdo floral (U = 155,0, z = 4,02, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001),
florescimento (U = 45,0, z = -3,85, n; = 9, n, = 10, P = 0,0001), 14 dias ap6s o florescimento
(U=155,0,z=3,88,n; =10, n, =10, P = 0,0001) e 28 dias apo6s o florescimento (U = 28,0, z
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=-3,80, ny =7, n, = 10, P = 0,0001) (Figura 2). O algodao CrylAc/CrylF ndo apresentou
diferencas na mortalidade de S. frugiperda ao longo do desenvolvimento da planta para as
fases avaliadas (y* = 9,27, g.l. = 4, P = 0,0546) (Figura 2).

Os individuos sobreviventes do algoddo CrylAc/CrylF apresentaram inibicdo de
desenvolvimento significativamente superior aos sobreviventes da isolinha ndo-Bt na emisséo
do botdo floral (U = 155,0, z = 4,15, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001), florescimento (U = 45,0, z
=-4,09,n; =9, n, = 10, P < 0,0001) e 14 dias apo6s o florescimento (U = 155,0, z = 4,06, n; =
10, n, = 10, P < 0,0001). Resultados semelhantes foram verificados para o enfezamento
larval, em que as lagartas sobreviventes da alimentacdo com o algoddo CrylAc/CrylF
apresentaram enfezamento completo e significativamente superior a isolinha ndo-Bt aos 14
dias apds o florescimento (U = 155,0, z = 4,07, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001) e altos valores de
enfezamento na emissdo do botéo floral (U = 155,0, z = 3,94, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001) e
florescimento (U = 45,0,z =-3,85, n; =9, n, = 10, P = 0,0001) (Tabela 4).
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Figura 2 - Mortalidade larval (+ EP) de S. frugiperda em discos de folha do algoddo CrylAc/CrylF. Houve
diferenca estatistica significativa (Mann-Whitney a P < 0,05) entre o algoddo CrylAc/CrylF e a
isolinha ndo-Bt em todos os periodos avaliados. Médias seguidas de mesma letra nas barras do
algodédo CrylAc/CrylF ndo diferem entre si (Kruskal-Wallis a P < 0,05)
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Tabela 4 - Inibicdo do desenvolvimento e enfezamento larval de S. frugiperda em discos de folha do algodéo
CrylAc/CrylF na fase reprodutiva do algodoeiro
Fenologia do algodoeiro*

o 14 dias ap6s ] ) ) )
Tratamentos Emisséo de L . 14 dias apos 28 dias ap0s
emissao do Florescimento ) .
botéo floral florescimento florescimento
botéo floral

Inibicdo do desenvolvimento (%)
CrylAc/CrylF 76,5+0,2 100,0£0,0 90,9+0,1 96,8 +0,1 100,0 £ 0,0*
Isolinha ndo-Bt 0,0+£0,0 - 0,0+£0,0 0,0+£0,0 -

Enfezamento (%)
CrylAc/CrylF 99,2+0,8 100,0 £ 0,0 99,2+0,8 100,0+£0,0 100,0 £ 0,0*
Isolinha ndo-Bt 125+3,8 - 30,2+3,8 50%£25 -

Wvzalores representam médias + EP. Houve diferenca estatistica significativa (Mann-Whitney a P < 0,05) entre o
algoddo CrylAc/CrylF e a isolinha ndo-Bt para os parametros biol6gicos em todos os periodos avaliados.

Nos bioensaios com bracteas houve alta toxicidade das proteinas CrylAc/Cry2Ab2
ocasionando mais de 80% de mortalidade, sendo significativamente diferente da isolinha néo-
Bt (+ 40% de mortalidade) no florescimento (U = 37,0, z = -3,55, n; = 8, n, = 10, P = 0,0004)
e 28 dias apos o florescimento (U = 36,0, z = -3,65, n; = 8, n, = 10, P = 0,0003) (Figura 3). A
eficacia do algoddo CrylAc/Cry2Ab2 entre os dois periodos avaliados ndo diferiu
estatisticamente (U = 107,5, z = 0,19, n; = 10, n, = 10, P = 0,8513) (Figura 3).
Adicionalmente, as lagartas sobreviventes apresentaram elevada inibicdo de desenvolvimento
e enfezamento. A inibicdo de desenvolvimento foi superior a 90% em algoddo
CrylAc/Cry2Ab2 em comparagdo a isolinha ndo-Bt no florescimento (U = 116,0, z = 3,90, n;
=8, n, =10, P <0,0001) e 28 dias apds o florescimento (U = 116,0, z = 3,90, n; = 8, n, = 10,
P < 0,0001). De modo semelhante, o enfezamento das lagartas alimentadas com bracteas do
algodé@o CrylAc/Cry2Ab2 foi superior a 95% no florescimento (U = 36,0, z = -3,77, n; =8, n
=10, P = 0,0002) e 28 dias apo6s o florescimento (U = 36,0,z =-3,89,n; =8, n, =10, P =
0,0001) a isolinha ndo-Bt (< 48%) (Tabela 5).
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Figura 3 - Mortalidade larval de S. frugiperdas em brécteas do algoddo CrylAc/Cry2Ab2. Houve diferenca
estatistica significativa (Mann-Whitney a P < 0,05) entre o algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e a isolinha ndo-
Bt em todos os periodos avaliados. Médias seguidas de mesma letra nas barras do algoddo
CrylAc/Cry2Ab2 ndo diferem entre si (Mann-Whitney a P < 0,05)

Tabela 5 - Inibicdo do desenvolvimento e enfezamento larval de S. frugiperda em brécteas do algoddo
Cry1Ac/Cry2Ab2 na fase reprodutiva do algodoeiro

Fenologia do algodoeiro”

Tratamentos
Florescimento 28 dias ap0os florescimento
Inibicdo do desenvolvimento (%)
CrylAc/Cry2Ab2 92,1+0,7 96,7+0,3
Isolinha ndo-Bt 0,0+£0,0 0,0+0,0
Enfezamento (%)
CrylAc/Cry2Ab2 98,0+£2,0 100,0+£ 0,0
Isolinha ndo-Bt 479+31 354+58

Wyvalores representam médias + EP. Houve diferenca estatistica significativa (Mann-Whitney a P < 0,05) entre o
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e a isolinha ndo-Bt para os parametros bioldgicos em todos os periodos avaliados.

Quando neonatas de S. frugiperda foram expostas a alimentacdo em bracteas do
algoddo CrylAc/CrylF, houve elevada mortalidade (> 80%) (Figura 4). A mortalidade
algoddo CrylAc/CrylF foi significativamente superior a verificada na isolinha ndo-Bt nos
bioensaios em plantas na fase de florescimento (U = 45,5, z = -3,65, n =9, n, = 10, P =
0,0003), 14 dias apos florescimento (U = 45,0, z = -3,68, n; = 9, n, = 10, P = 0,0002) e 28
dias apds florescimento (U = 45,0, z = -3,82, n; = 9, n, = 10, P = 0,0001). Ao longo do
periodo reprodutivo do algoddo CrylAc/CrylF ndo houve diferencas significativas em termos
de mortalidade de S. frugiperda quando exposta & alimentagdo em bracteas (* = 3,07, g.l. = 2,

P = 0,2155) (Figura 4). A inibicdo do desenvolvimento das lagartas sobreviventes de S.
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frugiperda foi significativamente afetada pelo algoddo CrylAc/CrylF (> 44%) nos periodos
do florescimento (U = 1350, z = 3,95, n; = 9, n, = 10, P < 0,0001), 14 dias ap0ds
florescimento (U = 135,0, z = 3,94, n; = 9, n, = 10, P < 0,0001) e 28 dias apds florescimento
(U =1350,z =405 n; =9, n, = 10, P < 0,0001) (Tabela 6). Conseqglientemente, 0
enfezamento causado pela alimentagdo em brécteas do algoddo CrylAc/CrylF (> 87%) foi
significativamente superior as bréacteas do algoddo ndo-Bt (< 43%) nos periodos de
florescimento (U =47,5,z=-3,57, n; =9, n, = 10, P = 0,0004), 14 dias apés florescimento (U
=45,0,z=-3,68, n =9, n, =10, P = 0,0002) e 28 dias apds florescimento (U = 45,0, z = -
3,87,n; =9, n, =10, P =0,0001) (Tabela 6).
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Figura 4 - Mortalidade larval (+ EP) de S. frugiperda em brécteas do algoddo CrylAc/CrylF. Houve diferenca
estatistica significativa (Mann-Whitney a P < 0,05) entre o algoddo CrylAc/CrylF e a isolinha ndo-Bt
em todos os periodos avaliados. Médias seguidas de mesma letra nas barras do algoddo
CrylAc/CrylF ndo diferem entre si (Kruskal-Wallis a P < 0,05)

Tabela 6 - Inibicdo do desenvolvimento e enfezamento larval de S. frugiperda em brécteas do algodao
Cry1lAc/Cry1F na fase reprodutiva do algodoeiro

Fenologia do algodoeiro™

Tratamentos
Florescimento 14 dias apos florescimento 28 dias ap0s florescimento
Inibicdo do desenvolvimento (%)
CrylAc/CrylF 89,3+21 443+45 93,3+0,3
Isolinha ndo-Bt 0,0£0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0
Enfezamento (%)
CrylAc/CrylF 93,0+49 87,7+4,1 97,5+ 2,50
Isolinha ndo-Bt 36,5+6,2 189+5,9 42,6+49

Wvzalores representam médias + EP. Houve diferenca estatistica significativa (Mann-Whitney a P < 0,05) entre o
algoddo CrylAc/CrylF e a isolinha ndo-Bt para os parametros bioldgicos em todos os periodos avaliados.
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4.1.2 Simulagdes de alimentagéo larval

Houve diferencas significativas na sobrevivéncia de S. frugiperda entre as simulagdes
com folhas do algoddo CrylAc/Cry2Ab2 (x° = 38,59, g.l. = 7, P < 0,0001), e ao longo do
tempo de desenvolvimento das lagartas (x> = 60,32, g.l. = 9, P < 0,0001) (Figura 5). Na
sobrevivéncia ao longo do desenvolvimento larval, S-C, S-12, S-15 e S-18 néo diferiram entre
si e diferiram das demais simulagdes; S-9 diferiu de S-0, S-3 e S-18; S-6 diferiu de S-0 e S-3;

e ambas S-0 e S-3 diferiram entre si e das demais simulacdes (Figura 5).
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Figura 5 - Sobrevivéncia larval (+ EP) de S. frugiperda em simulag@es de alimentacdo com folhas do algoddo CrylAc/Cry2Ab2



47

Consequentemente houve efeitos diretos da alimentagéo de S. frugiperda com algodao
CrylAc/Cry2Ab2 na viabilidade larval (Xz = 58,75, gl. = 7, P < 0,0001) e na taxa de
emergéncia de adultos (3* = 58,33, g.I. = 7, P < 0,0001) entre as simulacées (Figura 6). Entre
as simulacdes de alimentagdo S-6, S-12, S-15, S-18 e S-C, houve diferencas na duracdo da
fase larval (x> = 18,59, g.l. = 4, P = 0,0009) e larva-adulto (* = 18,16, g.I. = 4, P = 0,0011) e
na biomassa de pupas (x> = 24,77, g.l. = 4, P < 0,0001) (Tabela 7). Nesses mesmos
tratamentos, ndo houve influéncia significativa da alimentacdo larval em algodao
Cry1Ac/Cry2Ab2 sob pupas nos parametros de viabilidade (x* = 4,96, g.I. = 4, P = 0,2917) e
duracdo da fase (x* = 6,94, g.I. = 4, P = 0,1390) (Tabela 7). Antes da exposicio a alimentacio
com o algoddo CrylAc/Cry2Ab2, a medicdo da largura de cépsula cefélica larval de S.
frugiperda demonstrou predominancia do 1° instar nas simula¢des S-0 e S-3, 2° instar na S-6,

3% e 4° instares na S-9, 5° instar nas S-12 e S-15, e 6° instar na S-18.
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Figura 6 - Viabilidade larval (A) e emergéncia de adultos (B) de S. frugiperda em simulagdes de alimentacdo
larval com folhas do algoddo CrylAc/Cry2Ab2. Médias (+ EP) seguidas de mesma letra na barras ndo
diferem entre si (Kruskal-Wallis a P < 0,05)
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Tabela 7 - Duracéo das fases de larva, pupa e larva-adulto e biomassa de pupas de S. frugiperda alimentada com

folhas do algoddo Cry1Ac/Cry2Ab2 em simulagfes de alimentagdo larval

Duragéo das fases (dias)"

Biomassa de pupas

Tratamentos
Larva Pupa Larva-adulto (mg)
S-0 35,50 £ 3,50* 9,50 £ 0,50* 45,00 * 4,00* 157,85 + 17,95*
S-3 30,33 £ 2,03* 9,67 +0,33* 40,00 + 2,08* 165,53 + 20,43*
S-6 31,80 £ 2,03a 9,80 £ 0,20a 41,60 + 2,16a 132,20 £ 5,41bc
S-9 32,50 £ 0,50* 10,50 + 0,50* 43,00 + 0,00* 182,00 * 16,20*
S-12 32,75+ 1,08a 9,63 +0,15a 42,93 £ 0,90a 111,71 £ 4,48c
S-15 29,35+ 1,38ab 9,89+0,19% 39,47 = 1,46ab 145,92 £ 6,89b
S-18 26,24 £ 0,74b 9,45+ 0,16a 35,35+ 0,82b 142,51 £ 6,20b
S-C (Controle) 25,86 £1,07b 10,09 £ 0,19a 35,93+£1,13b 175,71 £ 6,65a

"Médias (+ EP) seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Kruskal-Wallis a P < 0,05).
*Tratamento ndo incluso na andlise estatistica pelo reduzido tamanho amostral.

A sobrevivéncia larval de S. frugiperda nas simulagdes de alimentagdo larval com
folhas do algoddo CrylAc/CrylF apresentou diferencas significativas entre as simula¢des (x°
= 56,00, gl. = 7, P < 0,0001) e ao longo do tempo (x> = 61,93, g.l. = 9, P < 0,0001). A
sobrevivéncia larval de S-C foi significativamente superior as demais simulacfes; S-0, S-3 e
S-18 diferiram entre si e das demais simulacgdes; S-6 e S-9 ndo diferiram entre si e diferiram
das demais simulacdes; e S-12 e S-15 ndo diferiram entre si e diferiram das demais

simulacdes (Figura 7).
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Figura 7 - Sobrevivéncia larval (x EP) de S. frugiperda em simulacGes de alimentacdo com folhas do algodao CrylAc/CrylF
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Consequentemente, as simulagGes de alimentacdo larval com o algoddo Cry1Ac/CrylF
afetaram drasticamente a viabilidade larval de S. frugiperda (3* = 60,42, g.I. = 7, P < 0,0001)
entre todas as simulacdes e a taxa de emergéncia de adultos (3* = 22,69, g.l. = 2, P < 0,0001)
somente entre as simulagfes S-15, S-18 e S-C (Figura 8). A viabilidade de pupas ndo sofreu
influéncia entre as simulagdes S-18 e S-C (U = 39,0, z = -0,09, n1 =5, n2 = 10, P = 0,9301).
Somado a isto, entre essas duas simulacfes, a duracdo das fases de larva (t = 22,96, g.l. = 1,
13, P < 0,0001) e do periodo larva-adulto (t = 36,72, g.l. = 1, 13, P < 0,0001) foram
significativamente diferentes; contudo, o periodo de desenvolvimento de pupas (U = 39,5,z =
0,00, n1 =5, n2 =10, P = 1,0000) e a biomassa de pupas (t = 35,71, g.I. = 1, 13, P = 0,4885)
ndo apresentaram diferencas significativas (Tabela 8). De acordo com a medigdo da cédpsula
cefélica de S. frugiperda, houve predominancia do 1° instar nas simulacdes S-0 e S-3, 2° instar

na S-6, 3° e 4° instares na S-9, 4° instar na S-12, 5° e 6° instares na S-15, e 6° instar na S-18.
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Figura 8 - Viabilidade larval (A) e emergéncia de adultos (B) de S. frugiperda em simulagfes de alimentagéo
larval com folhas do algoddo CrylAc/CrylF. Médias (+ EP) seguidas de mesma letra nas barras ndo
diferem entre si (Kruskal-Wallis a P <0,05)
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Tabela 8 - Duracdo das fases de larva, pupa e larva-adulto e biomassa de pupas de S. frugiperda alimentada com
folhas do algoddo Cryl1Ac/CrylF em simulac¢Bes de alimentacdo larval

Duragéo das fases (dias)" Biomassa de pupas
Tratamentos
Larva Pupa Larva-adulto (mg)

S-0

S-3

S-6

S-9

S-12

S-15 41,50 + 6,50* 9,00 + * 57,00+* 145,75 + 45,85*

S-18 21,57 +0,37b 10,00 + 0,40a 31,33+0,51b 177,17 + 8,80a
S-C (Controle) 29,49 + 1,06a 10,16 £ 0,11a 38,42 £ 0,78a 181,18 + 6,40a

'Médias (+ EP) seguidas de mesma letra na coluna nfo diferem entre si pelos testes t de Student (P < 0,05)
(duragdo da fase larval e larva-adulto e biomassa de pupas) e de Mann-Whitney (P < 0,05) (duragdo da fase de
pupa). *Tratamento ndo incluso na analise estatistica pelo reduzido tamanho amostral.

4.1.3 Biologia de S. frugiperda no algodao CrylAc/Cry2Ab2 e isolinha ndo-Bt

O tempo de desenvolvimento das fases de ovo (U =73,0,z=-1,32,n;=8,n, =13, P
=0,1871) e pupa (U = 182,00, z = 1,57, n; =10, n, = 19, P = 0,1166) de S. frugiperda ndo foi
afetado pelo consumo de algodao CrylAc/Cry2Ab2 (Figura 9A). Por outro lado, a duracdo da
fase larval (U = 86,0, z = -3,01, n; = 10, n, = 20, P = 0,0026) e do periodo ovo-adulto (U =
82,0, z = -3,10, n; = 10, np = 19, P = 0,0018) apresentaram diferenca significativa entre as
lagartas alimentadas em algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e a isolinha nédo-Bt (Figura 9A). Néo
houve diferencas na viabilidade das fases de ovo (U = 146,5,z =-0,08, n;=8,n, =13, P =
0,9359) e pupa (U = 138,0, z = -0,90, n1 = 10, n2 = 20, P = 0,3704), e foram encontradas
diferengas significativas na fase de larva (U = 1.055,0, z = 6,64, n; = 10, n, = 100, P < 0,0001)
e no periodo ovo-adulto (U = 1.055,0, z = 6,72, n; = 10, n, = 100, P < 0,0001) entre o algod&o
CrylAc/Cry2Ab2 e a isolinha ndo-Bt (Figura 9B). De acordo com os resultados de
viabilidade e duracdo das fases de desenvolvimento evidenciou-se que a fase larval foi
diretamente afetada pela alimentacdo larval com o algoddo CrylAc/Cry2Ab2 (viabilidade de
1,4% e aumento de ~ 9 dias na duracdo da fase), e, consequentemente, responsavel
indiretamente pelas diferencas encontradas no periodo ovo-adulto (Figura 9).

A biomassa larval (U =495,0, z = 4,89, n; = 10, n, =44, P < 0,0001) e a biomassa de
pupas (U = 2310, z = 3,32, n; = 10, n, = 20, P = 0,0009) de S. frugiperda foram
significativamente menores em algod@o CrylAc/Cry2Ab2, comparativamente a isolinha néo-
Bt (Tabela 9). Numericamente, as respectivas biomassa larval aos 18 DAI e biomassa de

pupas foram cerca de 10 e 1,2 vezes menores nas lagartas alimentadas com o algodéo
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CrylAc/Cry2Ab2 em relacdo a isolinha ndo-Bt e comprovaram que ha uma compensacao das
lagartas alimentadas com o algoddo CrylAc/Cry2Ab2 ao longo da fase larval para compensar
0 menor ganho de biomassa (Tabela 9). Ndo houve diferenca significativa na razdo sexual
entre os tratamentos (x* = 0,20, g.I. = 1, P = 0,6539) (Tabela 9).
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Figura 9 - Duracdo (A) e viabilidade (B) (+ EP) das fases de ovo, larva, pupa e ovo-adulto de S. frugiperda
alimentada com folhas de algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e a isolinha ndo-Bt

Tabela 9 - Biomassa larval aos 18 dias apds a inoculagdo (DAI), biomassa de pupas e razdo sexual de S.
frugiperda alimentada com folhas de algoddao CrylAc/Cry2Ab2 e a isolinha ndo-Bt

Parametro biolégicot” Algodéo Cry1Ac/Cry2Ab2 Isolinha ndo-Bt Valor P

Biomassa larval 18 DAI (mg) 15,9+1,89 159,34 £ 7,40 <0,0001
Biomassa de pupas (mg) 152,9 + 6,26 182,51 + 2,52 0,0009
Razio sexual [2/(Z+9)] 0,46 0,48 0,6539

Wvzalores representam médias + EP.
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Na fase adulta, ndo houve diferencas significativas nos parametros biologicos de
longevidade de machos (t = 13,99, g.I. =1, 23, P = 0,6616) e fémeas (t = 18,57,9.1. =1, 24, P
= 0,5422), periodos de pré-oviposi¢do (U = 108,5, z = -0,21, n; = 9, n, = 15, P = 0,8306) e
oviposicdo (t = 13,17, g.l. =1, 22, P = 0,0842), e fertilidade diaria (t =9,78,9.l. =1, 24, P =
0,1958) entre os tratamentos algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e isolinha ndo-Bt (Tabela 10).
Contrariamente, o periodo de p6s-oviposicao (U = 154,5, z = 2,60, n =9, n, = 15, P =
0,0092) foi significativamente superior e a fertilidade total (t = 8,81, g.l. = 1, 24, P = 0,0055)
significativamente inferior no tratamento com o algoddo CrylAc/Cry2Ab2, no qual fémeas
originadas de lagartas alimentadas com folhas do algoddo CrylAc/Cry2Ab2 ovipositaram
48% menos que fémeas obtidas de lagartas alimentadas com folhas da isolinha ndo-Bt (Tabela
10).

Tabela 10 - Longevidade de adultos, periodos de pré-oviposicdo, oviposicdo e pés-oviposicdo, e fertilidades
diaria e total de S. frugiperda alimentada com folhas de algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e a isolinha ndo-

Paréitetro biolégico™ Algodao CrylAc/Cry2Ab2 Isolinha néo-Bt Valor P
Longevidade de machos 14,60 £ 1,67 15,60 £ 1,47 0,6616
Longevidade de fémeas 13,82 £1,45 14,80 £ 0,85 0,5422
Pré-oviposicéo (dias) 4,89 0,75 5,07 +£0,59 0,8306
Oviposicao (dias) 6,89 + 1,07 9,13+ 0,72 0,0842
Pés-oviposicao (dias) 3,00+ 1,32 0,60 + 0,21 0,0092
Fertilidade diéria (ovos/fémea/dia) 131,8 £ 30,4 1741+ 153 0,1958
Fertilidade total (ovos/fémea) 806,5 + 198,4 1560,0 + 154,0 0,0055

Wvsalores representam médias + EP.

Os parametros de crescimento populacional (T, Ro, ry, A) de S. frugiperda foram
afetados negativamente devido a alimentacdo das lagartas com algoddo CrylAc/Cry2Ab2
comparativamente a isolinha ndo-Bt (Tabela 11). Lagartas alimentadas com o algoddo
CrylAc/Cry2Ab2 apresentaram aumento significativo no intervalo médio entre geracdes (T),
em relacdo aquelas alimentadas com a isolinha ndo-Bt (Tabela 11). A taxa liquida de
reproducdo (Ro) reduziu drasticamente para as lagartas alimentadas com o algodéao
CrylAc/Cry2Ab2, sendo que as fémeas diminuiram em 99% a capacidade de aumentar a
populacdo em relagdo aquelas alimentadas com a isolinha ndo-Bt (Tabela 11). Assim, lagartas
alimentadas com o algoddo CrylAc/Cry2Ab2 necessitaram ~ 57 dias para cada ciclo (T) e
geraram ~ 3 fémeas/fémea (Ro0), enquanto, lagartas alimentadas com o algoddo ndo-Bt
dispenderam =~ 48 dias para cada ciclo (T) e geraram = 435 fémeas/fémeas (Ro) (Tabela 11).

A taxa intrinseca de crescimento (ry,) foi significativamente menor no tratamento com algodéo
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CrylAc/Cry2ADb2 e demonstrou que o crescimento exponencial da populagéo de S. frugiperda
alimentada com essa planta Bt diminui em ~ 83% em comparagdo com a isolinha n&o-Bt
(Tabela 11). Quanto a razdo finita de crescimento (L), representado pelo numero de fémeas
adicionadas diariamente a populacdo por fémea, a populacédo de S. frugiperda cresce quando
exposta ao algodao CrylAc/Cry2Ab2 e a isolinha ndo-Bt (ambos os valores acima de 1,0), no
entanto, o incremento diario de fémeas na populacdo com alimentacdo larval de algodéao
CrylAc/Cry2ADb2 foi =~ 6 vezes menor a alimentacdo larval com a isolinha ndo-Bt (Tabela
11).

Tabela 11 — Pardmetros de tabela de vida de fertilidade (+ EP) de S. frugiperda alimentada com folhas de
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e a isolinha ndo-Bt estimados pelo método “jackknife”

Parametro biolégico™” Algodao CrylAc/Cry2Ab2 Isolinha ndo-Bt Valor P
T 56,64 = 0,37 47,81 +0,19 <0,0001
Ro 3,25+ 0,80 383,72 £ 37,89 <0,0001
Mm 0,021 = 0,004 0,125 + 0,002 <0,0001
A 1,022 + 0,004 1,133 £ 0,002 <0,0001

T = intervalo médio entre geracdes; Ro = taxa liquida de reproducéo; r,, = taxa intrinseca de crescimento; e A =
razdo finita de crescimento.

4.2 Estudos com P. includens

4.2.1 Bioensaios com discos de folha

As proteinas CrylAc/Cry2Ab e CrylAc/CrylF expressas em folhas do algoddo
ocasinaram alta mortalidade de P. includens (Figura 10 e 11). Nos bioensaios com folhas do
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 houve 100% de mortalidade de P. includens em todos os periodos
avaliados, a qual foi significativamente superior a verificada na isolinha ndo-Bt (< 21%), na
emissao do botdo floral (U = 155,0, z = 4,01, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001), 14 dias apos a
emissao do botéo floral (U = 155,0, z = 4,02, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001), florescimento (U
=155,0, z = 4,07, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001), 14 dias ap0os o florescimento (U = 155,0, z =
4,03, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001) e 28 dias apo6s o florescimento (U = 155,0, z = 4,02, n; =
10, n, =10, P <0,0001) (Figura 10).



55

100 - a a a a a
80 A
g
L 60 -
(55
=)
S 40 -
o
=
20 A
O T T T T 1
Emissdo de botdo 14 dias ap6s Florescimento 14 dias ap6s 28 dias apos
floral emissdo do botéo florescimento florescimento
floral
@ Algodéao CrylAc/Cry2Ab2 O Isolinha ndo-Bt

Figura 10 — Mortalidade (+ EP) de P. includens em discos de folha do algoddo CrylAc/Cry2Ab2. Houve
diferenca estatistica significativa (Mann-Whitney a P < 0,05) entre o algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e a
isolinha ndo-Bt em todos os periodos avaliados. Médias seguidas de mesma letra nas barras do
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 ndo diferem entre si (mortalidade completa em todos os periodos
avaliados)

De modo semelhante, o algoddao CrylAc/CrylF também ocasionou 100% de
mortalidade de P. includens, sendo essa significativamente superior a mortalidade verificada
na isolinha ndo-Bt (< 20% de mortalidade) em todas as fases de desenvolvimento avaliadas,
na emissdo do botdo floral (U = 155,0, z = 4,06, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001), 14 dias apds a
emissdo do botéo floral (U = 28,0,z =-3,78, ny =7, n, = 10, P = 0,0002), florescimento (U =
155,0, z = 4,05, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001), 14 dias apds o florescimento (U = 155,0, z =
4,07, n; = 10, n, = 10, P < 0,0001) e 28 dias apos o florescimento (U = 155,0, z = 4,02, n; =
10, n, =10, P <0,0001) (Figura 11).

Devido a mortalidade de P. includens nos bioensaios com 0s dois eventos de algodao
Bt ter sido completa em todos os periodos de avaliacdo, ndo houve diferencas na eficacia de

controle para a espécie ao longo do ciclo de desenvolvimento do algodoeiro (Figuras 10 e 11).
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Figura 11 — Mortalidade (+ EP) de P. includens em discos de folha do algoddo CrylAc/CrylF. Houve diferenca
estatistica significativa (Mann-Whitney a P < 0,05) entre o algoddo CrylAc/CrylF e a isolinha ndo-
Bt em todos os periodos avaliados. Médias seguidas de mesma letra nas barras do algodao
CrylAc/CrylF ndo diferem entre si (mortalidade completa em todos os periodos avaliados)

4.2.2 Simulagdes de alimentagéo larval

Houve diferencas significativas na sobrevivéncia larval de P. includens entre as
simulagdes de alimentagéo larval com folhas de algod&o CrylAc/Cry2Ab2 (x* = 51,98, g.l. =
5, P < 0,0001), sendo que todas as simula¢des diferiram entre si (Figura 12). Também foram
verificadas diferengas significativas ao longo do tempo (XZ = 40,71, g.l. = 5, P < 0,0001)
(Figura 12).
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Figura 12 — Sobrevivéncia larval (+ EP) de P. includens em simulagdes de alimentagdo com folhas do algod&o
CrylAc/Cry2Ab2
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A viabilidade larval indicou diferencas significativas entre as simulagOes de
alimentacdo larval com folhas do algoddo CrylAc/Cry2Ab2 (x* = 49,61, g.l. = 5, P < 0,0001),
nas quais houve mortalidade de 100% das lagartas nas simulacbes S-0, S-3, S-6 e S-9 e
sobrevivéncia de individuos na fase larval somente nas simulacbes S-12 (8%) e S-C (88%)
(Figura 13). Dessa forma, a taxa de emergéncia de adultos entre S-12 (8%) e S-C (78%) foi
significativamente inferior para as lagartas alimentadas com o algoddo Bt aos 12 DAI (U =
55,0,z =-3,84,n1 =10, n2 =10, P = 0,0001). Entre S-12 e S-C, a viabilidade da fase de pupa
ndo foi afetada (U = 40,0, z=1,58, n1 =4, n2 = 10, P = 0,1152). Para a duracéo da fase larval
(t=54,95, 9.l =1, 12, P =0,0724), de pupas (t = 55,98, g.I. = 1, 12, P = 0,6897) e de larva-
adulto (U =17,0,z=-1,81, n1 =4, n2 =10, P = 0,0700) ndo foram encontradas diferencas
entre S-12 e S-C. Entretanto, a biomassa de pupas de P. includens foi menor para as lagartas
alimentadas com algodao CrylAc/Cry2Ab2 na simulacdo S-12 em comparacédo ao controle S-
C(U=110,z=-262,nl=4n2=10, P=0,0089) (Tabela 12). Antes do fornecimento do
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 nas simulacbes de alimentacdo larval, a medicdo da largura de
capsula cefalica de P. includens demonstrou predominancia do 1° instar na simulacdo S-0, 2°

instar na S-3, 3° instar na S-6, 4° e 5° instares na S-9, e 6° instar na S-12.
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Figura 13 — Viabilidade larval (A) e emergéncia de adultos (B) de P. includens em simulacGes de alimentacdo
larval com folhas do algoddo CrylAc/Cry2Ab2. Médias (+ EP) seguidas de mesma letra nas barras
ndo diferem entre si (Kruskal-Wallis a P < 0,05)
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Tabela 12 — Periodo de desenvolvimento de larva, pupa e larva-adulto e biomassa de pupas de P. includens
alimentada com folhas do algoddo Cry1Ac/Cry2Ab2 em simulagfes de alimentagdo larval

Tratamentos Periodo de desenvolvimento (dias)" Biomassa de pupas
Larva Pupa Larva-Adulto (mg)
S-0 - - - -
S-3 - - - -
S-6 - - - -
S-9 - - - -
S-12 15,00 £ 0,41a 6,50 + 0,29a 21,50 + 0,29a 118,39 + 14,33b
S-C (Controle) 16,16 + 0,32a 6,58 £ 0,13a 22,58 +0,37a 169,81 + 2,82a

"Médias (+ EP) seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelos testes t de Student (P < 0,05)
(duracdo da fase de larvas e pupas) e de Mann-Whitney (P < 0,05) (duracdo do periodo larva-adulto e biomassa
de pupas).

Nas simulacfes de alimentacdo larval com algoddo CrylAc/CrylF também houve
diferencas significativas entre as simulagdes (x* = 57,23, g.l. = 5, P < 0,0001), sendo que
todas as simulag@es diferiram entre si, e ao longo do tempo (x* = 40,46, g.I. = 5, P < 0,0001)
(Figura 14).
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Figura 14 — Sobrevivéncia larval (£ EP) de P. includens em simulagdes de alimentagdo com folhas do algod&o
CrylAc/CrylF

Consequentemente, a viabilidade larval de P. includens nas simulagdes apresentou
diferencas significativas, com valores de 0% (S-0, S-3, S-6 e S-9), 27% (S-12) e 88% (S-C)
(x* = 51,08, g.I. = 5, P < 0,0001) (Figura 15). Somente nas simulacdes S-12 e S-C individuos
de P. includens atingiram as fases de pupa e adulto, sendo que a viabilidade de pupas ndo
apresentou diferencas (U = 53,0, z =-1,66, n1 =7, n2 = 10, P = 0,0979) e a emergéncia de
adultos diferiu entre S-C (88%) e S-12 (21%) (U = 56,0, z = -3,74,nl1 =10, n2 = 10, P =
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0,0002) (Figura 15). Somado a isso, entre S-12 e S-C, a biomassa de pupas (t = 22,39, g.l. = 1,
15, P = 0,0017) e a duragéo da fase larval (t = 59,94, g.l. = 1, 15, P = 0,0273) e de larva-
adulto (U = 39,5, z=-2,28, n1 = 7, n2 = 10, P = 0,0229) foram menores na simulacdo S-12
em relacdo ao controle S-C. A duracdo da fase de pupa entre S-12 e S-C ndo apresentou
diferencas significativas (U = 78,0, z = 1,47, n1 = 7, n2 = 10, P = 0,1413) (Tabela 13).
Quando do fornecimento do algoddo CrylAc/CrylF, a largura de cépsula cefalica de P.
includens demonstrou predominancia do 1° instar na simulagdo S-0, 2° instar na S-3, 3° instar

na S-6, 4° e 5° instares na S-9, e 6° instar na S-12.

(A) 100 (B) 100

a a
80 A 80 1
§
3 S
S — ~ —
- 60 '§ 60
g g
S 40 A b T 40 -
g w b
> 20 A 20 A
c C c C
O T T T T T 0 L
S-0 S-3 S-6 S-9 S-12 S-C S-12 S-C

Figura 15 — Viabilidade larval (A) e emergéncia de adultos (B) de P. includens em simula¢bes de alimentacdo
larval com folhas do algoddo CrylAc/CrylF. Médias (+ EP) seguidas de mesma letra nas barras ndo
diferem entre si (Kruskal-Wallis a P <0,05)

Tabela 13 — Periodo de desenvolvimento de larva, pupa e larva-adulto e biomassa de pupas de P. includens
alimentada com folhas do algoddo Cry1Ac/CrylF em simulagdes de alimentacdo larval

Tratamentos Periodo de desenvolvimento (dias)" Biomassa de pupas
Larva Pupa Larva-Adulto (mg)
S-0 - - - -
S-3 - - - -
S-6 - - - -
S-9 - - - -
S-12 14,58 + 0,28b 7,00 £ 0,22a 21,40+ 0,42b 132,36 £ 9,67b
S-C (Controle) 15,72 + 0,32a 6,82 £ 0,07a 22,56 + 0,33a 169,94 + 5,55a

"Médias (+ EP) seguidas de mesma letra na coluna nfo diferem entre si pelos testes t de Student (P < 0,05)
(duragdo da fase larval e biomassa de pupas) e de Mann-Whitney a (P < 0,05) (duracdo da fase de pupa e do
periodo larva-adulto).
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5 DISCUSSAO

Os eventos de algoddao CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF foram eficientes no
controle de S. frugiperda e P. includens. Os resultados de eficacia deste estudo sdo
semelhantes aqueles encontrados na literatura no pardmetro de mortalidade em folhas para os
mesmos eventos de algoddo Bt para S. frugiperda (76 a 96%) (ADAMCZYK et al., 2008;
GREENBERG,; LI; LIU, 2010; ARMSTRONG; ADAMCZYK; GREENBERG, 2011) e P.
includens (98 a 100%) (TINDALL et al., 2009; AKIN et al., 2011). No entanto, existem
diferengas na suscetibilidade as proteinas expressas nesses eventos para essas espécies-praga.
Em geral, S. frugiperda foi mais tolerante que P. includens, com sobrevivéncia em bioensaios
com discos de folha do algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF. A sobrevivéncia
relativamente elevada de S. frugiperda nos eventos de algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e
CrylAc/CrylF indica que o potencial de evolugdo da resisténcia é maior para essa especie,
pois entre os individuos sobreviventes, possivelmente estdo os individuos heterozigotos,
principais responsaveis pela evolucao inicial da resisténcia (GOULD, 1998).

A diferenca na suscetibilidade de S. frugiperda ao algoddo CrylAc/Cry2Ab2 na fase
reprodutiva pode estar relacionada a oscilacdo dos niveis de expressao da proteina Cry2Ab2
que ocorrem no pré-florescimento (ADAMCZYK; ADAMS; HARDEE, 2001), e ndo devido
a proteina CrylAc, pois essa possui baixa atividade inseticida sob esse inseto-praga
(SIVASUPRAMANIAN et al., 2008). Soma-se a isso o fato do algoddo CrylAc/Cry2Ab2
apresentar fases de desenvolvimento de menor atividade inseticida para S. frugiperda
(ADAMCZYK et al., 2008).

As proteinas Cry2Ab2 e CrylF, expressas nos eventos de algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e
CrylAc/CrylF, sdo as principais responsaveis pela mortalidade de S. frugiperda e P.
includens. Isso porque os parentais de algoddo CrylAc utilizados na obtencdo dos eventos de
algoddo Bt CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF apresentam baixa ou moderada atividade
inseticida na mortalidade de S. frugiperda e P. includens (ADAMCZYK; GORE, 2004;
ARMSTRONG et al., 2011; AKIN et al., 2011). A baixa atividade da proteina CrylAc no
algoddo Bt para P. includens estd provavelmente relacionada & concentracdo da proteina
expressa nas folhas, visto que essa proteina purificada e a soja CrylAc possuem alta atividade
biologica para a espécie-praga (BERNARDI et al., 2012). Dessa forma, ambos os eventos de
algoddo Bt ndo atendem a estratégia de ataque multiplo para esses insetos-praga pela
atividade limitada da proteina CrylAc. No contexto de MRI, isso é preocupante, uma vez que

ndo é atendida uma das premissas basicas da pirdmide de genes, que assume que ambas as
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proteinas inseticidas isoladamente devem fornecer elevada mortalidade das pragas-alvo
(McGAUGHEY; WHALON, 1992; IVES et al., 2011). Adicionalmente, no caso do algodéo
CrylAc/CrylF, as espécies H. virescens e P. xylostella apresentaram resisténcia cruzada as
proteinas CrylAc e CrylF (GOULD et al.,, 1995; TABASHNIK et al., 1997), indicando
possivelmente que essas proteinas atuam no mesmo sitio de acdo do intestino médio nesses
insetos e demais lepiddpteros-praga, fato que favorece a evolugdo da resisténcia.

Outros aspectos a serem destacados séo a sobrevivéncia e o crescimento populacional
de S. frugiperda em algoddo CrylAc/Cry2Ab2. Essa constatacdo em associacdo com o
sistema de producdo de cultivos do Brasil, onde algod&o, milho e soja apresentam sucessao e
sobreposicdo de cultivos e essas proteinas sdo expressas em milho e algoddo e futuramente
em soja, expde S. frugiperda a elevada pressdo de selecdo, uma vez que esse inseto possuli
elevada polifagia e sobreposicdo de geracfes, podendo completar até oito geragcdes por ano,
sendo duas delas em algodao (FITT et al., 2006). Essa situagdo, em suma, se estende a S.
frugiperda e P. includens ao algodao Bt (CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF), pois o sistema
de producdo favorece a evolucdo da resisténcia de insetos-alvo polifagos pela pressdo de
selecdo continua e sucessiva ao longo do e a existéncia de resisténcia cruzada entre as
proteinas inseticidas Bt (GOULD et al., 1995; TABASHNIK et al., 1997).

Nesse cenario, a implementacdo de estratégias de MRI torna-se mais exigente e a
adogdo do refagio estruturado parece ser a melhor ferramenta para 0 manejo da resisténcia de
S. frugiperda e P. includens ao algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF. Atualmente, tem
sido discutida a possibilidade do “refigio no saco”, o qual consiste na mistura de sementes de
plantas Bt e ndo-Bt. Para os casos do algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF, essa
estratégia de MRI parece ndo ser adequada, uma vez que, nos estudos de simulacdes de
alimentacdo larval de S. frugiperda e P. includens com folhas de algodao (CrylAc/Cry2Ab2 e
CrylAc/CrylF) demonstraram que a suscetibilidade desses insetos-praga decresce com o
avancar do desenvolvimento larval, principalmente para S. frugiperda, e isso pode permitir
maior sobrevivéncia de individuos heterozigotos e acelerar o processo de evolugdo da
resisténcia. Para P. includens existe sobrevivéncia de lagartas proximas & pupacdo quando
alimentadas com algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF. Assim sendo, devido a
mobilidade larval consideravel, mesmo que exista mortalidade completa de lagartas de 1° ao
5° instar quando alimentadas com algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF, ha a
possibilidade de lagartas ingerirem algoddo Bt e a quantidade de proteina ndo ser suficiente
para ocasionar mortalidade em instares avancgados, e isso em termos de MRI inviabilizaria a

mistura de sementes. Resultados semelhantes para T. ni submetida a alimentagdo com o
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algodao CrylAc/Cry2Ab2 em diferentes instares (1°, 3° e 5°) indicaram que a suscetibilidade
desse inseto a planta Bt € maior nos primeiros instares e as lagartas de 1°, 3° e 5° instares
evitam a planta Bt e movem-se para a planta ndo-Bt em 1, 8 e 24 horas, respectivamente (L1I;
GREENBERG; LIU, 2007). A maior sobrevivéncia larval em instares avancados em
associagcdo com a mobilidade e alimentagdo larval de S. frugiperda e P. includens entre
plantas no cultivo limita a estratégia de mistura de sementes para 0 MRI. A mobilidade larval
€ um aspecto-chave para a estratégia de mistura de sementes. Um exemplo disso foi a
constatacdo que H. virescens apresentou mobilidade larval em condi¢gdes de mistura de
sementes do algodao Bt (CrylAc) para o algoddo ndo-Bt e essa mobilidade aumenta com o
avanco do desenvolvimento larval (PARKER; LUTTRELL, 1999). O nimero de lagartas de
P. xylostella alimentando-se em cultivo de brécoli Bt (CrylAc) com reflgio de 20% ap6s 5
geracOes foi significativamente maior na mistura de plantas Bt e ndo-Bt em comparacdo ao
refugio estruturado, e o abandono e movimentacao entre plantas foi maior nas lagartas que
iniciaram a alimentacdo na planta Bt (TANG et al., 2001). Esses autores concluiram que o
refugio estruturado retarda melhor que a mistura entre plantas Bt e ndo-Bt porque conserva
mais alelos suscetiveis em relacdo a alelos da resisténcia e ndo aumenta a dominancia
funcional da resisténcia (PARKER; LUTTRELL, 1999; TANG et al., 2001).

Além da movimentacdo e alimentacgdo larval de insetos-alvo entre plantas Bt e ndo-Bt,
existe a habilidade do inseto-alvo em evitar as proteinas inseticidas de Bt. As bracteas do
algoddo nédo representam o sitio primario de alimentacdo larval de S. frugiperda, no entanto,
podem servir como sitio inicial de alimentacdo e sobrevivéncia para neonatas dessa espécie no
algodao Bt pela menor exposicao as proteinas inseticidas, visto que ha ocorréncia de neonatas
em estruturas reprodutivas no algodoeiro (ALI; LUTTRELL; PITRE, 1990) e as bracteas
possuem baixos niveis de proteinas inseticidas no algoddao Bt (GREENPLANTE, 1999;
SIVASUPRAMANIAN et al., 2008). As bracteas do algoddo Bt (CrylAc/Cry2Ab2 e
CrylAc/CrylF) demonstraram uma alta eficacia para neonatas de S. frugiperda e que pode ser
atribuida também a alta concentracdo de metabdlitos secundarios em bracteas (CHENZU;
LIWEN; QIHUA, 1997), visto que a mortalidade do inseto foi relativamente alta na isolinha
ndo-Bt. A atividade inseticida do tecido liofilizado de brécteas de algoddo CrylAc, Cry2Ab2
e CrylAc/Cry2ADb2 foi baixa para H. zea dentre varios tecidos vegetais (folha terminal, folha
expandida, botdo floral, bractea, petalas, calice, pélen, évulo e macd pequena) do algodoeiro
(SIVASUPRAMANIAN et al., 2008).

Nesse sentido, as estratégias de MRI ao algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e CrylAc/CrylF

devem ser efetivamente implementadas, especialmente na adocdo e disposicdo espacial do
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refugio, onde o refugio estruturado parece ser o mais adequado quando h& mobilidade larval
de espécies-alvo. No cenério agricola brasileiro, caracterizado pela sucessdo e sobreposicao
de cultivos de soja, milho e algod&o, as diferentes condi¢des de selecdo de S. frugiperda e P.
includens a proteinas Bt expressas nessas culturas devem ser consideradas em programas de

MRI a fim de preservar a suscetibilidade desses insetos-alvo.



65

6 CONCLUSOES

e O algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e o algoddo CrylAc/CrylF apresentam alta eficécia de
controle de neonatas de S. frugiperda em folhas e bracteas e de P. includens em folhas.

e O potencial de sobrevivéncia e desenvolvimento de S. frugiperda e P. includens ao
algoddo CrylAc/Cry2Ab2 e ao algoddo CrylAc/CrylF aumenta com o passar dos

instares larvais.

e O algoddo CrylAc/Cry2Ab2 afeta negativamente o crescimento populacional de S.

frugiperda.
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