UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA
VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

MORTALIDADE E CONSUMO DE ESPECIES DE
LAGARTAS EM MILHO E SOJA BT

LILIAN CRIS DALLAGNOL

Orientador: Prof. Dr. José Roberto Salvadori

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em  Agronomia da
Faculdade de Agronomia e Medicina
Veterinaria da Universidade de Passo
Fundo, para obtencéo do titulo de Mestre
em Agronomia — Area de Concentrago
em Producdo e Protecédo de Plantas.

Passo Fundo, maio de 2016






Ah
QUPF | PPGAgro

Universidade | Programade Ps-Graduagio em Agronomia
de Passo Fundo Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria - FAMY

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertacao.

“MORTALIDADE E CONSUMO DE ESPECIES DE LAGARTAS EM MILHO E SOJA Bt.”

Elaborada por

Lilian Cris Dallagnol

Como requisito parcial para a obten¢ao do grau de Mestra em
Agronomia — Producao e Protegao de Plantas

Aprovada em: 09/05/2016
Pela Comiss3o Examinadora

//_“-a r
(
e o,
Dr. Jﬁﬂ&&adori D@?ﬁﬁuce Oliveira Ca

Presidente da Comiss&o Examinadora Coord. Prog. Pés-Graduagao en @nomia
Orientader
Dra. Magali Ferrari Grando Dr. Hélio Carlos Rocha

AMV - UPF Diretor FAMV

QL
] 1}& Paanol
Dr. Oderlei Bernardi
UFSM



CIP — Catalogacéo na Publicacdo

D144m  Dallagnol, Lilian Cris
Mortalidade e consumo de espécies de lagartas em
milho e soja Bt/ Lilian Cris Dallagnol. — 2016.
100 f. : il., color. ; 25 cm.

Orientador: Prof. Dr. José Roberto Salvadori.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade
de Passo Fundo, 2016.

1. Lagarta. 2. Pragas agricolas — Controle.
3. Melhoramento genético. |. Salvadori, José Roberto,
orientador. 1. Titulo.

CDU: 633

Catalogacdo: Bibliotecéria Cristina Troller - CRB 10/1430



BIOGRAFIA DO AUTOR

Lilian Cris Dallagnol nasceu em 5 de novembro de 1989, na cidade
de Tapejara, RS. Em 2012, concluiu o curso de Agronomia pela
Universidade de Passo Fundo - UPF. No ano de 2013, ingressou no
Mestrado do Programa de Pos-graduacdo em Agronomia da
Universidade de Passo Fundo — RS. Para a obtencdo do titulo de
Mestre em Agronomia, realizou estudos relacionados ao controle de

lagartas em soja e milho utilizando plantas Bt, resistentes a insetos.






“A tarefa ndo € tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que
ninguém ainda pensou sobre aquilo que todo mundo vé.

Arthur Schopenhauer






AGRADECIMENTOS

A maioria das pessoas espera oportunidades, mas so
vencem aquelas que se dedicam a explorar possibilidades. Enquanto
0s primeiros esperam sentados o convite da ocasido, para se sentarem
no banquete da vida, os segundos, 0s que vencem, deixam as
comodidades, o conforto e saem a procura do progresso, do
amadurecimento, desafiando as contingéncias.

E é com muita felicidade, por aqueles que me
acompanharam nessa jornada, que manifesto com carinho meus
sinceros agradecimentos.

A Deus por ter me concedido as forcas necessarias, a
perseveranca e a fé para realizacdo e concretizacdo deste trabalho.

Aos meus pais, Rejane e Valdomiro, que sempre me
motivaram, entenderam as minhas faltas e me mostraram a
importancia do estudo, mesmo ndo tendo a mesma oportunidade no
passado, faco de minha conquista o instrumento de gratidao, respeito,
amor, carinho, compreenséo e reconhecimento que recebi.

A minha irm4, Mirian Elisa, pelo apoio, incentivo e pelos
momentos de descontracdo, os quais me ajudaram superar diversas
situacOes dificeis e inesperadas.

Ao meu namorado, Matheus, por ter acreditado em meu
potencial, pela colaboracdo e compreensdo e por ser um verdadeiro
amigo e companheiro em todos 0S momentos que passamos juntos.
Agradeco por ter aceitado se privar de minha companhia, concedendo-

me a oportunidade de realizacdo intelectual e profissional.






Vi

Ao meu orientador, professor Doutor José Roberto
Salvadori, que ensinou muito mais do que teorias, que me preparou
tambem para vida, todo o meu carinho e gratido.

Aos amigos e colegas do Laboratério de Entomologia da
Universidade de Passo Fundo, Crislaine, Josemar, Leonardo, Leticia,
Raquel, Rafael, Renan, Ricardo, Rodrigo e Welington, pela amizade,
apoio e indispensavel ajuda.

A todos os amigos, pelo carinho e fiel amizade.

A Universidade de Passo Fundo, ao Programa de Pds-
graduacdo em Agronomia e aos professores, pelos ensinamentos e
contribuigdes para minha formacao.

A CAPES, pela concessio da bolsa de estudos.

Aos funcionérios Paulo, Cinara e Pablo, da Universidade
de Passo Fundo/RS, que muito auxiliaram durante o periodo de
execucdo dos experimentos.

Enfim, a todos que de alguma maneira contribuiram para a
execucdo desse trabalho, seja pela ajuda constante ou por uma palavra

de amizade.






vii

SUMARIO
Pagina
LISTADE TABELAS......oo et viii
LISTADE FIGURAS........c oot X
RESUMO ..ottt 11
ABSTRACT ...ttt are s 13
L INTRODUGAO. ...ttt 15
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.........ccooiveeieeeeeeeseeeerenan, 18
2.1 Importancia e controle de espécies de lagartas..................... 20
2.1.1 Spodoptera frugiperda...........ccoeoeieieneiencneseeeeeee 20
2.1.2 Pseudaletia SBQUAaX.......cccvevverreieeieiiesie e s esie e 24
2.1.3 Helicoverpa armigera.........ccocovererinenenesieeeeenesenes 27
2.2 Bacillus thuringiensis e as plantas geneticamente
MOMITICAUAS. ..o 31
2.2.1 A bactéria B. thuringiensis..........c.ccccevvvivereiinennnnn 31
2.2.2 Mecanismo de acdo das proteinas de B.
tNUFINGIENSIS. ..t 33
2.2.3 Eventos Bt e sua importancia.........cccoceveeieseeniesieeseennenn 36
3 MATERIAL E METODOS........coveteeieeieeeeieseessesisss s 38
3.1 ASPECTOS GEIAIS......eeuieiiieitieiiiiiesiee e ettt 38
3.2 Incidéncia e severidade de ataque de Spodoptera
frugiperda em MilhO Bt.........cooooiiiiiii e 39
3.3 Mortalidade e consumo de lagartas de Pseudaletia sequax
de 3°e 5% instar em MilNO Bt.........cccooeiiiiiiiiiiiceee e 42
3.4 Mortalidade e consumo de lagartas de Helicoverpa
armigera de 1° e 4° instar em sojaBt e ndo Bt ..........ccccoveevennn, 43
4 RESULTADOS E DISCUSSAO........cooviieiiiesiereeesersenene, 46
4.1 Incidéncia e severidade de ataque de Spodoptera
frugiperda em milho Bt........cccccooiiiiiiiicee e 46
4.1.1 EXPEriMENTO A...oooeieeeeee e 46
4.1.2 EXPErimento B........cooooiiiiiiiieeeeee e 49
4.2 Mortalidade e consumo de lagartas de Pseudaletia sequax
de 3°e 5% instar em MilNO Bt.......c.cooveviiiiiiiceccee e 51
4.3 Mortalidade e consumo de lagartas de Helicoverpa
armigera de 1° e 4° instar em soja Bt........ccccoceveivieiiiiciiceen, 63
5 CONCLUSOES.......ccoviriiiiicineiseiseeeisssse s 73

REFERENCIAS. ..o e, 74






Tabela

LISTA DE TABELAS

Especificacdo dos tratamentos dos Experimentos A e
B, sobre incidéncia e severidade de S. frugiperda em
gendtipos de milho Bt. FAMV-UPF, Passo
FUndo/RS, 2012/13........coooiieeieeee e
Escala de notas para avaliacdo de severidade de
ataque de S. frugiperda no cartucho do milho
(DAVIS et al., 1992).....cccccciiiiiiiiiiiieieie e
Escala de notas (0 a 6) para avaliacdo do dano em
legumes de soja por lagartas de H. armigera. FAMV-
UPF, Passo FUNdo/RS, 2015........cccccceeveeeiiiieciciiieeee
Incidéncia natural (%) e severidade de ataque de
lagartas de S. frugiperda em tecnologias Bt de milho
— Experimento A. FAMV/UPF, Passo Fundo/RS,

Incidéncia natural (%) e severidade de ataque de
lagartas de S. frugiperda em tecnologias Bt de milho
— Experimento B. FAMV/UPF, Passo Fundo/RS,

Mortalidade (%) de lagartas de 3° e 5° instares de P.
sequax alimentadas com genotipos de milho Bt e ndo
Bt. FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2013......................
Tempo de vida (dias) de lagartas de 3° e 5° instares
de P. sequax alimentadas com genétipos de milho Bt
e ndo Bt. FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2013............
Consumo foliar (cm?) de lagartas de 3° e 5° instares
de P. sequax alimentadas com gendtipos de milho Bt
e ndo Bt. FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2013............
Mortalidade (%) de lagartas de 1° e 4° instares de H.
armigera alimentadas com cultivares de soja Bt e ndo
Bt. FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2015......................

viii

Pagina

40

41

45

47

49

52

56

61






14Tabela

10

11

12

13

14

Mortalidade (%) de lagartas de 1° e 4° instares de H.
armigera alimentadas com diferentes estruturas de
planta de soja. FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2015...
Mortalidade (%) de lagartas de H. armigera
alimentadas com diferentes estruturas de planta em
cultivares de soja Bt e ndo Bt. FAMV/UPF, Passo
FUNdO/RS, 2015......coiiiiiiiiiieieee e
Tempo de vida (dias) de lagartas de 1° e 4° instares
de H. armigera alimentadas com diferentes estruturas
de planta em cultivares de soja Bt e ndo Bt.
FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2015..........ccccceevevee...
Consumo foliar (cm?2) de lagartas de 1° e 4° instares
de H. armigera em cultivares de soja Bt e ndo Bt.
FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2015..........cccccevuennnene
Danos em legumes! em cultivares de soja Bt e ndo Bt
por lagartas de H. armigera, de 1° e 4° instares.
FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2015..........ccccceevvvee.n.

Pagina

66

67

68

70

71






Figura

LISTA DE FIGURAS

Pagina

Mortalidade acumulada de lagartas de 3° instar de P.
sequax alimentadas com gendtipos de milho Bt e ndo
Bt, em funcéo de dias ap0s a infestacdo. FAMV/UPF,
Passo Fundo/RS, 2013.........ccccccvevvennnne. 58
Mortalidade acumulada de lagartas de 5° instar de P.
sequax alimentadas com gendtipos de milho Bt e ndo
Bt, em funcéo de dias apos a infestagdo. FAMV/UPF,
Passo Fundo/RS, 2013.........cccccevevivennene 59






11

MORTALIDADE E CONSUMO DE ESPECIES DE LAGARTAS
EM MILHO E SOJA BT

RESUMO -  Spodoptera frugiperda, Pseudaletia sequax e
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) figuram entre as
principais pragas do milho e da soja. Essa caracteristica pode ser
atribuida a sua polifagia e a sucessiva oferta de alimento no sistema,
devido a intensificacdo agricola. A adocdo continua e acertada de
estratégias de manejo integrado de pragas, no tempo e no espacgo,
torna-se indispensavel para minimizar os efeitos negativos que essas
especies tém causado na agricultura brasileira. Plantas geneticamente
modificadas, resistentes a insetos, representam significativo avanco
nas taticas de controle desses lepidopteros, uma vez que expressam
genes da bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bt) que codificam
proteinas entomotoxicas. Todavia, a eficacia de controle das diferentes
toxinas Bt ainda ndo foi suficientemente explorada e comparada. Por
isso, objetivou-se avaliar o efeito de proteinas Bt em diferentes
espéecies de lagartas, com vistas a eficiéncia de controle. Foram
conduzidos trés experimentos, em campo e em ambiente controlado
utilizando-se gendtipos Bt e ndo Bt e trés espécies de lagartas: S.
frugiperda e P. sequax, nos eventos de milho que expressam as
proteinas CrylF + PAT (TC1507), CrylAb (Btl1l1l), CrylA.105 +
Cry2Ab2 (MONB89034), VIP3Aa20 (MIR162), Cry1A.105 + Cry2Ab2
+ CrylF + PAT + CP4-EPSPS (MON89034 x TC1507 x NK603),
CrylAb + VIP3Aa20 + EPSPS (Btll + MIR162 + GA21), CrylF +
CrylAb + PAT (TC1507 x MON810 x NK603) e testemunha néo Bt,
e H. armigera, em soja portadora das proteinas CrylAc + CP4-EPSPS
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(MONB87701 x MON89788) e em testemunha ndo Bt. Em milho Bt, a
incidéncia e a severidade de lagartas de S. frugiperda é menor na
tecnologia MONB89034 x TC1507 x NK603 em relagdo as demais
avaliadas. Para P. sequax, a mortalidade de lagartas de 3° e 5° instares
¢ maior na tecnologia de milho MON89034 x TC1507 x NK603. Essa
mesma espécie, morre mais rapidamente quando se alimenta das
tecnologias de milho Btll x MIR162 x GA21 e MIR162. Os eventos
de milho menos consumidos pelas lagartas de P. sequax sdéo MIR162 e
Btll x MIR162 x GA21. A estrutura de planta (folha nova, folha
velha e legumes) que serve de alimento para lagartas em soja
MON87701 x MON89788 ndo influencia na mortalidade de 1° instar
de H. armigera. Em lagartas de 4° instar, a mortalidade é maior em
folhas novas. Em legumes, a mortalidade de lagartas neonatas ¢ maior.
As lagartas neonatas de H. armigera alimentadas com soja
MONS87701 x MONB89788 morrem mais rapidamente do que as

lagartas de 4° instar.

Palavras-chave:  Helicoverpa  armigera, manejo, plantas
geneticamente  modificadas, Pseudaletia sequax, Spodoptera

frugiperda
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MORTALITY AND CONSUMPTION OF CARTERPILAR
SPECIES IN Bt CORN AND Bt SOYBEAN

ABSTRACT - Spodoptera frugiperda, Pseudaletia sequax and
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) are among the main
pests in corn and soybeans. This characteristic can be attributed to its
polyphagia and continuous food supply in the system, associated with
agricultural intensification. The continued suited and adoption of
integrated pests management strategies, in time and space, is essential
to minimize the negative effects that these species have caused in
Brazilian agriculture. Genetically modified plants resistant to insects
represent a significant improvement in these lepidopteran control
approaches, since they express genes from the bacterium Bacillus
thuringiensis (Berliner) (Bt) that encode entomotoxic proteins.
However, the effectiveness of control of different Bt toxins has not
been sufficiently explored and compared. Therefore, this study aimed
to evaluate the effect of Bt proteins in different species of caterpillars,
aiming control efficiency. Three experiments were conducted in a
controlled field and environment using Bt and non-Bt genotypes and
three species of caterpillars: S. frugiperda and P. sequax in corn and
H. armigera in soybean. In Bt corn, the incidence and severity of
caterpillars of S. frugiperda is lower in MON89034 x TC1507 X
NK603 technology relationg to other evaluated. For P. sequax, the
mortality of third and fifth instar carterpillars is higher in MON89034
x TC1507 x NK603 corn technology. This specie dies quickly when it
feeds with Bt, Btll x MIR162 x GA21 and MIR162 corn technology.

Bt corns less consumed by P. sequax caterpillars are those with the
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MIR162 and Btll x MIR162 x GAZ21 technologies. The plant
structure (new leaf, old leaf and pods) that serves as food for
caterpillars in Bt soybean does not influence the mortality of first
instar H. armigera. In fourth instar caterpillars, mortality is higher in
young leaves. In pods, the mortality of neonate caterpillars is higher.
The neonate caterpillars of H. armigera fed with Bt soybean die more
quickly than fourth instar caterpillars.

Key words: Helicoverpa armigera, management, genetically

modified plants, Pseudaletia sequax, Spodoptera frugiperda
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1 INTRODUCAO

Dentre 0s principais produtos que movimentam a
economia brasileira estdo o milho (Zea mays L.), e a soja (Glycine
max L.), que tém atingido recordes de producdo nas ultimas safras. As
expectativas continuam crescentes, podendo o Brasil se tornar o maior
produtor mundial desses gréos. Todavia, uma ampla gama de fatores
influencia negativamente neste cenéario crescente de producédo, dentre
0S quais estdo 0s insetos-praga, que comprometem o potencial
produtivo dessas plantas cultivadas.

Diversos lepidopteros causam injarias no milho, dentre os
quais S. frugiperda é considerada praga-chave (FIGUEIREDO et al.,
2006). No entanto, lagartas com importancia antes secundaria, devido
as praticas de manejo adotadas, vém adquirindo evidéncia, como € o
caso de P. sequax (RUTHES, 2012). Além disso, a recente chegada de
H. armigera vem acrescentar mais uma ameaca (AVILA et al., 2013;
CZEPACK et al., 2013).

Na cultura da soja, as lagartas Anticarsia gemmatalis e
Chysodeixis includens figuram entre as principais pragas. Atualmente,
no entanto, lagartas dos géneros Spodoptera, Heliothis e Helicoverpa
vém ganhando notoriedade devido ao seu potencial de dano (BUENO
etal., 2013).

Contudo, devido a intensificacdo da agricultura brasileira,
uma nova caracteristica do sistema € o cultivo de diferentes espécies
de plantas lado a lado ou em sequéncia (ALBERNAZ, 2011),
disponibilizando alimento, sitio de reproducdo e abrigo para alguns

lepidopteros, durante quase todo o ano, especialmente aqueles com
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habito polifago, facilitando a ascencao de diversas espécies a condi¢do
de praga (THOMAZONI et al., 2013). Sendo assim, torna-se
necessario que o manejo integrado de lagartas envolva o sistema de
producdo como um todo, como um processo continuo, visando o
restabelecimento de seu equilibrio (KOGAN, 1998).

Com a intervencdo da engenharia genética, plantas
geneticamente modificadas resistentes a insetos representam
significativo avanco nas estratégias de controle de lepidopteros-praga
nos programas de Manejo Integrado de Pragas (MIP), uma vez que
expressam genes da bactéria Bacillus thuringiensis (Berliner) (Bt) que
codificam proteinas entomotoxicas. O uso das chamadas plantas Bt se
destaca pela expressiva contribuicdo na manutencdo do potencial
produtivo das culturas, associada a alta especificidade de acdo em
pragas-alvo e a pratica de agricultura mais sustentavel, pela reducédo
do uso de inseticidas e conservacdo dos inimigos naturais das pragas.

No entanto, ainda ndo se explorou suficientemente e de
forma comparada o quanto as tecnologias de milho Bt, desde os mais
antigos até os recentemente lancados, apresentam eficacia de controle
de S. frugiperda, principal praga-alvo para a qual foram
desenvolvidos. Outra limitacdo de conhecimento é se as tecnologias
de milho Bt disponiveis no mercado brasileiro tém efeito sobre pragas
ndo-alvo, como lagartas de P. sequax. A mesma limitacdo existe em
relacdo a H. armigera em soja, incluindo a toxicidade diferencial em
funcdo do estadio de desenvolvimento das lagartas.

Grande parte dos agricultores, ao adquirirem sementes de
plantas que expressam entomotoxinas Bt acredita estar livre da

utilizacdo de inseticidas. No entanto, provavelmente devido ao sistema
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de producdo com oferta continua de alimento, lepiddpteros, antes com
importancia secundaria, vém atingindo o “status” de praga. P. sequax
tem causado problemas nas fases iniciais de cultivo do milho e H.
armigera durante todo o ciclo da soja, resultando em grandes perdas
econémicas. ObservacBes de campo indicam que, provavelmente, as
tecnologias Bt ndo sejam efetivas para P. sequax e H. armigera, como
sdo para as espécies de lagartas-alvo das tecnologias Bt.
Conhecimentos a respeito disso sdo importantes para subsidiar a
tomada de decisdo no manejo dessas espécies de lagarta.

Diante disso, neste trabalho objetivou-se avaliar o efeito
de proteinas Bt em lagartas de S. frugiperda e P. sequax em milho e
de H. armigera em soja, com vistas a eficiéncia de controle.

Especificamente, objetivou-se:

- avaliar a incidéncia natural e severidade de ataque de S.
frugiperda em tecnologias de milho Bt;

- caracterizar a toxicidade de tecnologias de milho Bt para
lagartas de P. sequax e de soja Bt para lagartas de H. armigera;

- avaliar o consumo de lagartas de P. sequax e H.
armigera nas diferentes tecnologias Bt, em milho e soja,
respectivamente;

- avaliar a relacdo entre a toxicidade do Bt e o estadio de
desenvolvimento das lagartas de P. sequax e H. armigera, em milho e

soja, respectivamente.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Nos ultimos anos, as “commodities” milho e soja sofreram
grande evolucdo tanto no ambito da tecnologia da producdo e
produtividade, como no crescimento da area plantada. Atualmente, o
Brasil responde por cerca de 40% da produgdo mundial de soja e
figura entre os trés maiores produtores mundiais de milho
(SOLOGUREN, 2013). No entanto, a expectativa de um cenario
crescente de producdo poderd ser comprometida em virtude de
problemas fitossanitarios que a agricultura brasileira enfrenta nessas
culturas, especialmente com insetos-praga da ordem Lepidoptera
(AVILA et al., 2013).

Uma série de lepidopteros esta associada ao milho e a soja
e aos sistemas de producdo nos quais estas culturas estdo inseridas,
gue podem causar decréscimos significantes no rendimento,
dependendo da espécie, época de plantio e genoétipo escolhido
(GALLO et al., 2002).

Com a influéncia do monocultivo extensivo aliado ao uso
abusivo de inseticidas quimicos, a populacdo de inimigos naturais é
reduzida, favorecendo o aumento das espécies-praga e sua incidéncia
populacional (CAIXETA, 2015). Por outro lado, a exploracéo
intensiva das areas (mais safras por ano) e a composi¢éo dos sistemas
de producdo (sucessdo de culturas da mesma familia, cultivos de
cobertura, safrinhas, etc.) tém favorecido a sobrevivéncia e o
crescimento populacional de pragas com habitos alimentares pouco
especificos (EMBRAPA, 2013).
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Dentre as pragas mais importantes da cultura do milho se
destaca a lagarta-do-cartucho (S. frugiperda S.) (CRUZ et al., 1999).
Contudo, outros lepiddpteros também causam injarias expressivas
tanto nas partes vegetativas como reprodutivas, como a broca-da-
cana-de-acucar (Diatraea saccharalis F.) (Lepidoptera: Crambidae) e
lagarta-da-espiga (H. zea B.) (Lepidoptera: Noctuidae) (GALLO et al.,
2002; PINTO et al., 2004; BIANCO, 2005; FARIAS, 2010). No
entanto, & medida que a exploracao da cultura se torna mais intensiva
e o nivel tecnoldgico ¢ melhorado, os problemas entomoldgicos
tendem a ser incrementados (CRUZ, 1995). Certamente, devido a
associacdo desses fatores com a falta de adocdo do manejo integrado,
insetos que ndo ocorriam na cultura, passaram a ser relatados em alta
densidade populacional, dentre esses, a lagarta-do-trigo (P. sequax F.)
(Lepidoptera: Noctuidae), que vém atingindo a condicdo de praga
inicial em milho semeado sobre aveia-preta dessecada no sul do Brasil
(GASSEN, 1996).

A praga da soja mais tradicionalmente conhecida € a
lagarta-da-soja (A. gemmatalis H.) (Lepidoptera: Noctuidae)
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000). Entretanto, grandes mudancas
aconteceram e continuam acontecendo no cenario agricola da soja nas
distintas regides produtoras do Brasil (BUENO et al., 2013),
resultando em drastica mudanca, principalmente, na composicdo do
complexo de lagartas que causam danos expressivos a cultura. Entre
elas, as lagartas-falsas-medideiras (C. includens W.; Rachiplusia nu
G.) (Lepidoptera: Noctuidae), consideradas pragas secundérias
(HOFFMANN-CAMPO et al., 2000), tornaram-se, atualmente,

especies de importancia, ocorrendo desde o estadio vegetativo até o
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reprodutivo (BUENO et al., 2007). Ainda, a lagarta-enroladeira
(Omiodes indicatus F.) (Lepidoptera: Pyralidae) e espécies de
lepidopteros noctuideos do género Spodoptera como as lagartas-das-
vagens (S. eridania C.; S. cosmioides W.; S. albula W.) e a lagarta-do-
cartucho-do-milho (SOSA-GOMEZ et al., 2010). Mais recentemente,
H. armigera H. foi relatada em soja no Brasil (CZEPACK et al., 2013)
e tem atacado intensamente a soja, além de outras culturas de
importancia econémica.

Diante deste cenario de modificacdes na bioecologia das
pragas em decorréncia do manejo erréneo, a busca por alternativas de
controle racionais tém sido o grande desafio das pesquisas
entomoldgicas. Nesse sentido, 0s avangos da engenharia genética
possibilitaram o desenvolvimento de plantas resistentes a pragas
através da transgenia, uma estratégia de controle menos nociva ao
ambiente, a0 homem, e seletiva aos organismos-alvo (BONALDO et
al., 2005).

2.1 Importéncia e controle de espécies de lagartas

2.1.1 Spodoptera frugiperda

A lagarta-do-cartucho do milho, S. frugiperda &
amplamente difundida no continente americano, especialmente nas
regides de clima tropical (PEDIGO, 1989). E uma praga migratoria
(LUGINBILL, 1928), com ampla distribuicdo geografica (WAQUIL
et al., 2008), e capacidade de dispersédo (PEDGLEY, 1985). Estima-se
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que as perdas anuais decorrentes do ataque dessa praga atinjam a
ordem de quatrocentos milhGes de dolares (ETGES, 2010).

Apesar de sua preferéncia por espécies gramineas, a
lagarta-do-cartucho é altamente polifaga (FERNANDEZ, 2013),
sendo relatada em culturas como milho (WAQUIL et al., 2008),
algodado (Gossypium hirsutum L.) (SANTOS, 2011), arroz (Oryza
sativa L.) (BOTTON et al., 1998), trigo (Triticum aestivum L.)
(TAKAHASHI et al., 1980), sorgo (Sorghum bicolor, L.) (CORTEZ
& WAQUIL, 1997), amendoim (Arachis hypogaea L. ) (ISIDRO et
al., 1997), soja (MOSCARDI & KASTELIC, 1985), além de utilizar
hospedeiros alternativos para se manter nos agroecossistemas
(BARROS et al., 2010). O rol de hospedeiros chega a cento e oitenta
especies vegetais (CASMUZ et al., 2010).

Em funcdo da disponibilidade de alimentos diversificados
durante todo o ano, aliado ao clima favoravel, o Brasil abriga essa
espécie de norte a sul (CRUZ, 1999), principalmente na cultura do
milho, na qual é considerada praga-chave (CRUZ et al., 1999). Sob
temperaturas mais elevadas pode produzir até treze geracdes por ano,
ja que ndo apresenta diapausa (AFONSO et al., 2009).

Lagartas de primeiros instares provocam injurias menos
expressivas no milho, como raspagens no parénquima foliar
(BUSATO et al.,, 2006). Contudo, lagartas maiores se instalam,
individualmente, no cartucho da planta, podendo também se alimentar
das espigas (GRUTZMACHER et al., 2000), causando danos diretos e
indiretos significativos. Fernandes (2003) afirmou que a cultura do
milho é mais sensivel ao ataque de S. frugiperda entre os estadios de

oito e dez folhas completamente abertas.
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Devido as caracteristicas de dispersdao e polifagia da
lagarta-do-cartucho, associadas a sobreposicdo e sucessao de cultivos
agricolas brasileiros (SORGATTO, 2013), as estratégias de controle
se direcionam a aplicacdo de inseticidas, que nem sempre Sao
eficientes (CORTEZ & TRUJILLO, 1994). O habito de permanecer
abrigada dentro do cartucho dificulta o contanto com os defensivos
agricolas (GASSEN, 1996), ndo proporcionando controle efetivo,
favorecendo a préatica de frequentes pulverizacbes (MOSCARDI &
SOUZA, 2002).

Devido ao emprego abusivo de defensivos quimicos,
geralmente ndo seletivos, a selecdo de populagdes de insetos
resistentes é estimulada, bem como a ocorréncia de surtos de pragas
secundarias (DIEZ-RODRIGUEZ & OMOTO, 2001).

Visando minimizar o0s danos ambientais e sociais
relacionados ao uso erroneo de inseticidas, a adogdo de plantas
transformadas geneticamente, com resisténcia a insetos (MAAGD et
al., 2001), se estabeleceu como alternativa promissora no contexto do
MIP.

Com base na importancia dos prejuizos causados no
milho, S. frugiperda foi o alvo principal dos primeiros eventos Bt
desenvolvidos no Brasil (MICHELOTTO et al., 2013).

Harde et al. (2011) estudaram o efeito do milho
transgénico expressando as proteinas CrylAb e CrylF sobre S.
frugiperda e concluiram que o crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia das lagartas foi reduzido, em comparacdo as isolinhas
ndo Bt. Em trabalho semelhante, Mendes et al. (2011) avaliaram 0s

parametros biologicos de S. frugiperda alimentadas com hibridos de
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milho com a proteina CrylAb e demonstraram que a biomassa de
larvas e pupas e a sobrevivéncia das lagartas € menor do que em
hibridos ndo transgénicos.

A proteina Cry1F, expressa no evento TC1507 de milho,
foi uma das maneiras mais eficientes no controle de S. frugiperda,
mas, atualmente sua eficiéncia foi comprovadamente reduzida em
funcéo do desenvolvimento de populacdes resistentes (FARIAS et al.,
2014).

O primeiro relato de lagartas de S. frugiperda resistentes
ao milho Bt aconteceu em 2006, em Porto Rico, no evento TC1507, as
quais continuam com elevados niveis de resisténcia a proteina CrylF
(STORER et al., 2012). Na regido sudeste dos Estados Unidos
também foi documentada resisténcia de campo de S. frugiperda a
proteina Cry1F de milho (HUANG et al., 2014).

Utilizando cepas de S. frugiperda, altamente resistentes a
proteina Cry1F, originérias de Porto Rico, Niu et al. (2014) estudaram,
comparativamente, com populagdes heterozigotas e homozigotas
suscetiveis, a sobrevivéncia de lagartas ao se alimentarem de hibridos
de milho contendo as proteinas CrylF, CrylAb, e mais seis hibridos
com eventos piramidados. Os resultados permitiram concluir que, 0s
eventos contendo mais do que uma proteina no genoma, Sdo0 mais
eficientes. Waquil et al. (2013) concluiram que o evento piramidado
de milho MON 89034, que expressa as proteinas CrylA.105 e
Cry2Ab2 é eficiente no controle de S. frugiperda, H. zea e D.
saccharalis.

As proteinas de milho Vip3Aa, Vip3Af, CrylAb e CrylFa

foram testadas por Sena et al. (2009), que concluiu que Vip3A é mais



24

toxica para S. frugiperda que Cryl, e que CrylAb e CrylF competem
pelo mesmo sitio de ligacdo no intestino médio das lagartas.

Huang et al. (2012) estudaram a suscetibilidade de
diferentes populacbes americanas de S. frugiperda a proteina
Vip3Aa20 expressa em milho, e comprovou que todas elas foram
sensiveis, sobrevivendo por, no maximo, sete dias ap0s a alimentag&o.

Wagquil et al. (2002), ao avaliarem a eficiéncia das toxinas
Cry 1Ab, Cry 1Ac, Cry 9C, Cry 1F, em milho nos EUA, observaram
diferentes niveis de resisténcia dos hibridos a S. frugiperda, e os que
expressavam as toxinas CrylF, Cry 1Ab, Cry 1Ac e Cry 9C foram
considerados altamente resistente, resistente, moderadamente

resistente e suscetivel, respectivamente.

2.1.2 Pseudaletia sequax

Lagartas do género Pseudaletia (=Mythimna) sao
importantes pragas de culturas de cereais em todo o mundo
(MARCHIORO & FOERSTER, 2012). A espécie P. sequax,
vulgarmente conhecida como lagarta-do-trigo, é polifaga e se alimenta
de folhas e inflorescéncias (SALVADORI & PARRA, 1990b) de
diversas gramineas de importancia econdmica, como trigo, cevada
(Hordeum vulgare L.), aveia (Avena sativa L.) (FOERSTER et al.,
1999), forrageiras (ALMEIDA et al., 2008), sorgo e milho
(BERTELS, 1970). Sua ocorréncia é relatada em regides tropicais da
América Central e do Sul (FRANCLEMONT, 1951).

No Brasil, ocorre principalmente na regido Sul, em locais

umidos e com temperatura mais amena (RUTHES, 2012). E reportada
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como praga de plantulas de milho, especialmente no sistema em
sucessdo a cultivos de aveia preta de cobertura, de modo que o
incremento na densidade populacional foi diretamente influenciado
pela adocdo do sistema de plantio direto. Essa situacdo é provocada
pois as lagartas passam de um cultivo para outro, em instares
avancados, comprometendo o estande das plantas e o potencial
produtivo (GASSEN, 1996).

Em milho, a lagarta-do-trigo se alimenta das bordas da
folha em direcdo a nervura central, comprometendo a atividade
fotossintética (SCHAAFSMA et al., 2007). Seus ataques costumam
ser severos, uma vez que, uma Unica lagarta desenvolvida, em duas
noites, consome uma plantula de milho com duas folhas (GASSEN,
1996).

O monitoramento de lagartas nas culturas antecessoras €
muito importante para evitar danos na fase inicial do milho
(RUTHES, 2012). Pode-se langar mao de algumas técnicas de manejo
para reduzir os indices populacionais de pragas em culturas de
cobertura, e prevenir o ataque no milho.

Dentre as praticas mais indicadas estd a utilizacdo de um
intervalo de quarenta dias entre a aplicacdo de herbicidas dessecantes
e a semeadura (RUTHES, 2012), favorecendo a morte de lagartas por
falta de alimento. QOutra estratégia é a adicdo de produtos inseticidas
no momento da dessecacdo (LINK, 2001), pratica preventiva
reprovada no contexto do MIP, o qual preconiza a utilizacdo de
medidas de controle somente quando o nivel de agdo for atingido
(GALLO et al., 2002). Complementarmente, podem-se utilizar

inseticidas no tratamento de sementes. Entretanto, para boa acéo de
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controle em lagartas € necessaria a adocdo de produtos de amplo
espectro de acdo, como os carbamatos e organofosforados, que nédo
sdo especificos para a praga-alvo. A opc¢do pela pulverizacdo de
inseticidas no inicio do desenvolvimento do milho é uma técnica
pouco efetiva, pela reduzida area foliar das plantulas, que dificulta a
retencdo do produto e diminui seu poder residual (CRUZ & BIANCO,
2001). A utilizagdo de milho geneticamente modificado com
resisténcia a insetos é uma estratégia econdbmica e ambientalmente
viavel (ANDRADE et al., 2012). No entanto, ndo se conhece a
toxicidade de todos os eventos de milho Bt liberados pela Comissao
Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBIo), sobre a
lagarta-do-trigo, praga ndo alvo da tecnologia.

Ruthes (2012) concluiu que o milho geneticamente
modificado expressando a proteina CrylF, associado a outras praticas
de manejo, como o tratamento de sementes, contribui na reducdo de
danos ocasionados por P. sequax no inicio do desenvolvimento.
Schaafsma et al. (2007) afirmam que o milho Bt apresenta maior
resisténcia as injurias da lagarta P. unipuncta comparado ao nédo Bt,
todavia, o0 gendtipo com a proteina CrylAb foi menos atacado que o
gendtipo com a proteina CrylF, evidenciando diferencas de eficacia
entre as proteinas.

Hibridos de milho Bt, na Espanha, tém demonstrado
controle insatisfatorio de lepiddpteros-praga secundarios, como M.
uninpucta, causando preocupacdo aos agricultores (GONZALEZ-
CABRERA et al.,, 2013). Danos significativos causados por M.
uninpucta em milho Bt foram reportados por Eizaguirre et al. (2010),

contudo, pequena percentagem de lagartas sobreviveu e completou o
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desenvolvimento em milho Bt expressando a proteina CrylAb. Esse
resultado indica que a concentracdo CrylAb representa baixa dose
para M. uninpucta, ou seja, a proteina ndo é expressa em dose
suficientemente alta para matar as lagartas, favorecendo o
desenvolvimento de resisténcia de populacbes (GONZALEZ-
CABRERA et al., 2013).

Schaafsma et al. (2007) concluiram que o milho Bt foi
menos danificado do que o ndo Bt por P. unipucta. Os autores
verificaram que hibridos com a proteina CrylAb foram menos
injuriados do que aqueles expressando a proteina CrylF. Hardke et al.
(2010) verificaram que hibridos de milho expressando a toxina Cry1F
foram mais danificados do que aqueles portadores de CrylAb pela
lagarta-do-cartucho. Rosseto et al. (2012) concluiram que a tecnologia
Bt Cry1A.105 + CrylF + Cry2Ab2 ¢ eficiente no controle das lagartas

de S. cosmioides, S. eridania e P. sequax.

2.1.3 Helicoverpa armigera

A lagarta H. armigera € um dos insetos-praga mais
importantes e impactantes no mundo (FITT, 1989), uma vez que seu
habito altamente polifago lhe confere potencial para causar danos em
mais de cento e vinte espéecies de plantas selvagens e cultivadas
(BOGACHEYV, 1954), tais como algoddo, soja e milho (LIU et al.,
2014). Lammers & Macleod (2007) estimam que a perda mundial
causada por essa espécie alcance 5 bilhGes de ddlares por ano,
excluindo os custos socioecondmicos e ambientais associados ao seu
controle (TAY et al., 2013).
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Sua distribuicdo geografica ja foi registrada na Europa,
Africa, Asia e Oceania (ZALUCKI et al. 1986, GUO 1997), e mais
recentemente, no Brasil (CZEPACK et al., 2013; SPECHT et al.,
2013), onde era considerada praga quarentenaria Al, sendo este, 0
primeiro registro de ocorréncia no continente americano (AVILA et
al., 2013), mais especificamente nos estados de Goias, Mato Grosso e
Bahia. No Rio Grande do Sul, sua presenca foi contatada meses mais
tarde, no mesmo ano (SALVADORI at al., 2013), assim como no
Paraguai (SENAVE, 2013) e na Argentina (MURUA et al., 2014).

A importancia dessa praga na agricultura esta associada a
preferéncia alimentar por o6rgdos reprodutivos (PERKINS et al.,
2009), em virtude de seu maior valor nutricional (WANG & LI,
1984), além de caules, brotos e folhas, capacidade de adaptacédo a
ambientes adversos (CZEPAK et al., 2013), alta mobilidade (DRAKE,
1991), elevado desempenho reprodutivo (RAZMJOU et al., 2013) e
tendéncia a desenvolver resisténcia a inseticidas (FITT, 1989).

No Brasil, H. armigera ja foi encontrada em algodao, soja,
milho, tomate, feijdo, sorgo, milheto, guandu, trigo, crotalaria e em
diversas plantas daninhas (AVILA et al., 2013; SALVADORI et al.,
2014).

Ainda ndo é conhecido como H. armigera entrou na
America do Sul. Tay et al. (2013) afirmaram que existem duas formas
de introducdo bioldgica de novas espécies em um local, intencional ou
acidental, esta Ultima, estreitamente relacionada com a prépria
atividade humana.

Leite et al. (2014) sugeriram que a invasdo dessa espécie

no Brasil tenha ocorrido antes do primeiro relatério oficial, uma vez
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que a semelhanca morfolégica com outras espécies pertencentes a
subfamilia Heliothinae, como H. virescens, H. zea e H. gelotopoeon
pode ter causado confundimento. Algumas hipoteses propdem que H.
zea evoluiu de uma pequena parte da grande populacdo de H.
armigera (MALLET et al., 1993), j4 que essas duas espécies sdo
capazes de copular e produzir descendentes férteis em condicdes de
laboratdrio (CHO et al., 2008).

Estudos a nivel molecular evidenciaram que existem pelo
menos quatro linhagens maternas de H. armigera presentes no Brasil,
estabelecendo com sucesso pelo menos duas populacdes (TAY et al.,
2013).

As implicagdes da presenca de H. armigera no pais tem
sido tratadas como risco a agricultura, pois seu controle é dificultado
em funcdo da ampla gama de hospedeiros na paisagem ao longo do
ano, especialmente no cerrado brasileiro, incluindo plantas que servem
de refugio quando do controle quimico, e como fontes de
recolonizacdo (TAY et al., 2013).

Outro fator preocupante € o seu potencial de evolucdo de
resisténcia aos inseticidas (FITT & WILSON, 2000; MARTIN et al.,
2005) e a plantas geneticamente modificadas portadoras de genes de
B. thuringiensis (YANG et al., 2013a).

Para controle de lagartas de H. armigera, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) aprovou, em carater
emergencial, o registro temporario de alguns inseticidas quimicos e
bioldgicos, com recomendacdo de aplicacdo nos primeiros instares
larvais, quando a suscetibilidade aos ingredientes ativos é maior
(EMBRAPA, 2013).
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O potencial de desenvolvimento de resisténcia de H.
armigera a plantas Bt ¢ aumentado pelo cultivo em sucessdo de
especies vegetais portadoras dos mesmos eventos transgénicos
(JAMES, 2012), aliado a baixa utilizacdo de reflgio, resultando em
acréscimo da pressdo de selecdo de individuos resistentes. Todavia, 0s
eventos Bt, especialmente aqueles que expressam mais de uma
proteina inseticida, constituem estratégia promissora no controle de H.
armigera (AVILA et al., 2013). Mas, no Brasil, ainda nio existem
estudos conclusivos quanto a toxicidade de soja MON87701 x
MON89788 sobre H. armigera, praga ndo alvo da tecnologia.

Na China, populagdes suscetiveis de H. armigera foram
monitoradas e manejadas corretamente em campo durante nove anos,
e mantiveram a suscetibilidade a proteina CrylAc do algodao (WU et
al., 2007), indicando que o manejo integrado é a melhor alternativa
contra a evolucéo da resisténcia.

Li & Bouwer (2014) avaliaram a toxicidade de seis
proteinas Cry no controle de H. armigera em dieta artificial e
concluiram que as misturas de CrylAc e Cry2Aa ou CryAc e CrylCa
podem ser componentes Uteis nos programas de manejo desta praga.
Gujar et al. (2007) relatam que o empilhamento dos genes CrylA e
Cry2A em algoddo forneceu protecdo satisfatoria contra a espécie.

Liao et al. (2002) testaram a suscetibilidade de H.
armigera e H. punctigera a diferentes proteinas Bt e Cry1Ab, CrylAc,
Cry2Aa, Cry2Ab e Vip3A mostraram eficiéncia de controle aceitavel.
Valaitis (2011) complementa afirmando que a proteina CrylAc parece
ser a mais toxica por possuir maior numero de ligacBes e maior

afinidade de ligagdo com receptores no intestino médio. No entanto,
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outros estudos comprovam que as proteinas CrylKh, CrylEb,
CrylKa, Cry2Aa, Cry2Ab e Cry 2Af também sdo ativadas no intestino
médio de H. armigera (VAN FRANKENHUYZEN, 2009). Na india,
foi constatada maior suscetibilidade da espécie as proteinas CrylAc e
Cry2Aa em relacdo a CrylAb (KRANTHI et al., 2010; BABU et al.,
2002).

Comparando diferentes estadios larvais de H armigera,
Bird & Akhurst (2007) concluiram que os trés primeiros instares sao
0S mais suscetiveis aos efeitos subletais a proteina CrylAc, engquanto
gue sao mais facilmente controlados pela proteina Cry1Ab.

Em relacdo a toxicidade e as concentracOes letais de
proteinas Bt, existe grande variabilidade em lagartas de H. armigera
de diferentes populacbes e regides do mundo (PINOIA, 2012),
demonstrando necessidade de estudo regionalizado com o0s genotipos

e eventos Bt disponiveis em cada pais.

2.2 Bacillus thuringiensis e as plantas geneticamente modificadas

2.2.1 A bactéria B. thuringiensis

B. thuringiensis é uma bactéria de solo, Gram positiva (DE
MAAGD et al., 2003), ubiqua (KRYWUNCZYK & FAST, 1980),
aerobia ou facultativamente anaerdbia (BROBOWSKI et al., 2003),
que apresenta duas fases principais durante seu ciclo de vida: uma de
crescimento vegetativo, na qual se multiplica por biparti¢cdo, havendo
crescimento exponencial das células bacterianas pela grande

disponibilidade de nutrientes, e outra, de esporulacdo, que ocorre
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quando o meio se torna adverso, cessando a reproducdo celular e
estimulando a maturacdo do endoésporo (PINTO & FIUZA, 2008;
DUMAS, 2009).

Essa bactéria pode produzir distintas proteinas
entomopatogénicas, dentre as quais estdo as alfa e beta exotoxinas,
exoenzimas (LIMA, 2010), proteinas VIP (Vegetative Insecticidal
Protein) (ESTRUCH et al., 1996) e as delta-endotoxinas ou proteinas
Cry (Insecticidal Crystal Protein) (SCHNEPF et al., 1998).

Durante a fase de crescimento vegetativo a proteina VIP é
produzida e secretada (DUMAS, 2009) e ndo forma inclusdes
cristalinas (LIMA, 2010). Possui funcdo destrutiva da atividade
digestiva do espectro de pragas alvo, que inclui coledpteros (Vipl e
Vip2) e lepidopteros (Vip3) (ESTRUCH et al., 1996; CHEN et al.,
2003; SHI et al., 2004).

Na fase estacionaria da esporulacdo sdo produzidas
inclusdes cristalinas formadas por proteinas denominadas delta-
endotoxinas ou Cry, de “Insecticidal Crystal Proteins” (DE MAAGD
et al., 2003), com atividade inseticida, que ficam acumuladas no
compartimento da célula-mae até a esporulacdo, momento em que o
cristal e 0 esporo sdo liberados (LIMA, 2010). Enquanto o esporo
representa a forma de resisténcia da bactéria e pode perdurar por anos,
o0s cristais tém durabilidade incerta, dependendo das condicBes de
ambiente (HOFTE & WHITELEY, 1989).

Estas toxinas sdo ativas contra diversas ordens de insetos
como Lepidoptera, Coleoptera e Diptera (VAN FRANKENHUYZEN,
2009), Hymenoptera, Hemiptera, acaros (FEITELSON, 1992) e
alguns nematdides (SCHNEPF et al., 1998).
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Apesar de ndo ter relagdo com as proteinas Cry, as
proteinas VIP atuam de forma semelhante (BERNARDI et al., 2012).
Contudo, apresentam propriedades distintas de ligacdo, indicando
baixo potencial de resisténcia cruzada entre elas (JACKSON et al.,
2007), em funcdo da auséncia de similaridade em suas sequéncias de
aminoacidos (FANG, 2007).

As alternativas de controle de pragas utilizando o Bt séo
os inseticidas biolégicos formulados, utilizados ha mais de 50 anos no
Brasil (BOBROWSKI et al., 2003) e, mais recentemente, plantas
geneticamente modificadas, expressando proteinas inseticidas nos
seus genomas (BETZ et al, 2000), desenvolvidas através da
engenharia genética.

2.2.2 Mecanismo de acdo das proteinas de B. thuringiensis

Na forma como sdo sintetizadas, as proteinas de B.
thuringiensis sd8o protoxinas, sem acdo entomopatogénica,
necessitando ativacdo através da ingestdo para desencadear seus
efeitos (MARTINELLI & OMOTO, 2005). O mecanismo de acao
dessas proteinas envolve uma série de etapas. Apds a ingestdo e
digestdo dos cristais protéicos, eles sdo solubilizados no intestino
médio, permitindo a dissolucdo da maioria das protoxinas de B.
thuringiensis (ARONSON et al., 1986; KNOWLES, 1994; BRAVO et
al., 2005).

A ativacdo das protoxinas € dependente do pH alcalino do
meséntero da praga alvo. As proteinas especificas para a ordem
Lepidoptera, que possuem pH intestinal entre 9 e 12 (MARTINS,
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2009) sdo soltveis em pH acima de 9,5 (KNOWLES & DOW, 1993).
Apos a solubilizagéo, as protoxinas, em forma de cristais, sdo clivadas
por enzimas digestivas, geralmente proteases (AGUIAR, 2007),
originando um fragmento resistente a acdo enzimatica que, por sua
vez, é considerado a toxina inseticida na sua forma ativa (FERRE &
VAN RIE, 2002).

A toxina inseticida hidrolisada atravessa a membrana
peritrofica, e se liga, com alta afinidade, e de forma irreversivel, a
receptores  glicoprotéicos  especificos (BERNARDI, 2012;
MARTINELLI & OMOTO, 2005), localizados nas microvilosidades
das células colunares do intestino médio dos insetos suscetiveis
(FARIAS, 2010). Essa ligagdo implicard na formacdo de poros na
membrana celular, provocando interferéncia no gradiente iénico e no
balanco osmético da membrana (VAN RIE et al., 1989; IHARA et al.,
1993; LIANG et al., 1995; SCHENEPF et al, 1998; FIUZA, 2010),
aumentando a permeabilidade de cations, &nions, agua e moléculas de
maior tamanho (WOLFERSBERG, 1996). Isso, por sua vez, causa
destruicdo das microvilosidades, hipertrofia das células epiteliais,
vacuolizacdo do citoplasma e lise celular (GILL et al., 1992; FIUZA,
2010). A liberagdo do conteudo celular permite aos esporos acesso a
hemolinfa (DU & NICKERSON, 1996), meio esporulante
(BERNARDI et al., 2011) no qual germinam. Nos lepidopteros, a
intoxicacdo se manifesta pela imediata paralisia intestinal e bucal,
levando a interrupcdo da alimentacdo (MARTINELLI E OMOTO,
2005) e, finalmente, @ morte por inani¢do e septicemia (MONNERAT
& BRAVO, 2000).
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Os sintomas caracteristicos da ingestdo de proteinas
toxicas por insetos sdo, principalmente, perda de apetite e abandono
do alimento, paralisia do intestino, vomito, diarreia e paralisia total
(ARONSON et al., 1986).

Os receptores intestinais das larvas de Lepidoptera
envolvidos na ligacdo das toxinas Bt sdo uma aminopeptidase-N
(APN) e uma fosfatase alcalina (ALP), uma proteina do tipo caderina
(CADR) e um glicoconjugado (GCR) (BRAVO et al., 2007; PIGOTT
& ELLAR, 2007; SOBERON et al., 2009). Sendo assim, a
especificidade das proteinas aos insetos é totalmente influenciada
pelas distingdes morfofisioldgicas dos seus intestinos (PINHEIRO,
2013), que podem apresentar diversas classes de receptores, em
quantidades variaveis, reconhecidos por diferentes toxinas (FIUZA,
2010).

Logo, o melhor conhecimento a respeito dos receptores
permitiu que a primeira geragdo de plantas Bt, que expressa somente
uma toxina, fosse aprimorada para a segunda geracdo, que expressa
duas ou mais proteinas com acdo inseticida, denominadas de eventos
piramidados, quando as combinacfes de proteinas inseticidas sdo
toxicas a mesma praga-alvo, ou de planta estaqueada, quando as
proteinas atuam independentemente, ndo agindo sobre a mesma praga
alvo (BERNARDI et al., 2011). A utilizagdo multipla de proteinas Bt
sugere alto potencial de retardamento da resisténcia de insetos (ZHAO
et al., 2003).
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2.2.3 Eventos Bt e sua importancia

A competitividade proporcionada ao agronegécio
brasileiro com as plantas Bt fez com que elas ocupassem expressiva
parte das areas agricolas, em curto espaco de tempo (NETO et al.,
2013). Na safra 2015/16, a estimativa de plantio de cultivos
geneticamente modificados é de 44,2 milhdes de hectares, com
aumento de 3,9% da area total em relacéo a safra anterior (CELERES,
2016).

Os eventos de plantas geneticamente modificadas e as
respectivas proteinas de resisténcia a insetos disponiveis, atualmente,
no mercado brasileiro para milho s&do: MON810 (CrylAb), Btll
(CrylAb + PAT), TC1507 (CrylF + PAT), NK603 x MON810 (CP4-
EPSPS + CrylAb), Btll x GA21 (CrylAb + PAT + mEPSPS),
MIR162 (VIP3Aa20), TC1507 x NK603 (CrylF + PAT + CP4-
EPSPS), MON89034 (CrylA.105 + Cry2Aab2), Bt1l x MIR162 x
GA21 (CrylAb + VIP3Aa20 + mEPSPS), MON89034 x NK603
(CrylA.105 + Cry2Ab2 + CP4-EPSPS), MON88017 (CP4-EPSPS +
Cry3Bb1), MON89034 x TC1507 x NK603 (CrylA.105 + Cry2Ab2 +
CrylF PAT + CP4-EPSPS), MONB810 x TC1507 x NK603 (crylAb +
CrylF + PAT + CP4EPSPS), TC1507 x MON810 (Cry1F + Cry1Ab +
PAT), MON89034 x MON88017 (Cry1A.105 + Cry2Ab2 + Cry3Bbl
+ CP4-EPSPS), TC1507 x DAS-59122-7 (CrylF + PAT + cry34Abl
cry35Abl), Btll x MIR162 x MIR604 x GA21 (CrylAb + PAT +
VIP3Aa20 + mcry3A + mEPSPS), MIR604 (mcry3A), TC15@7 x
MON81@ x MIR162 x NK6@3 (crylF + crylAb + PAT + VIP3Aa20
+ CP4-EPSPS), C1507 x MIR162 x NKG603 (crylF + PAT +
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VIP3Aa20 + CP4-EPSPS), TC1507 x MIR162 (crylF + PAT +
VIP3Aa20), MIR162 x NK603 (VIP3Aa20 + CP4-EPSPS), MON810
x MIR162 (CrylAb + VIP3Aa20), TC1507 x MON810 x MIR162
(CrylF + PAT + VIP3Aa20 + crylAb), Btll x MIR162 x MIR604 x
TC1507 x 5307 x GA21 (eCry3.1Ab +crylAb + Vip3Aa20 + Cry3a +
Crylf + PAT + Mepsps) e MON89034 x TC1507 x NK603 x
DAS40278-9 (CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF + PAT + CP4-
EPSPS/aad-1) (CTNBIo, 2016).

Em soja sdo disponiveis o0s eventos piramidados
MONZ87701 + MON89788 (CP4-EPSPS + CrylAc) (CTNBiIo, 2016).
Os eventos PAT e CP4-EPSPS conferem resisténcia a herbicidas.
Esses eventos foram aprovados para liberagdo comercial
individualmente e/ou em suas formas combinadas (CTNBio, 2016).

A inclusdo de plantas Bt nos sistemas de -cultivo
proporciona inimeros beneficios, dentre os quais, a especificidade a
insetos sensiveis as toxinas (DUMAS, 2009), seguranca na utilizacéo,
uma vez que sao indcuos aos mamiferos e nao persistem no ambiente
(SIEGEL, 2001), reducdo no wuso de inseticidas sintéticos
(BROBOWSKI et al., 2003), de tal forma a contribuir, inclusive, na
preservacdo dos inimigos naturais. Além disso, a tecnologia Bt tem
acdo continua durante todo o ciclo da cultura (CASTRO, 2008), e sua

eficiéncia ndo e afetada por fatores ambientais (BETZ et al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos gerais

No campo e em ambiente controlado foram conduzidos
experimentos utilizando-se genotipos Bt e trés espécies de lagartas: S.
frugiperda e P. sequax, em milho, e, H. armigera, em soja.

O trabalho de campo foi realizado na area experimental do
Centro de Pesquisa Agropecuaria (CEPAGRO) da Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMV) da Universidade de Passo
Fundo (UPF), Passo Fundo, RS. Foram conduzidos dois experimentos
semelhantes, denominados “Incidéncia e¢ severidade de ataque de S.
frugiperda em milho Bt”, os quais diferiram quanto aos genotipos
avaliados em cada um. Estes foram identificados como Experimento
A e Experimento B.

Os trabalhos de laboratorio foram realizados no
Laboratorio de Entomologia, em casa-de-vegetacdo e em camara
climatizada, com temperatura de 25 * 2°C, umidade relativa (UR) de
60 = 10% e fotofase 12 horas, da FAMV — UPF. Os experimentos
realizados em laboratorio foram: “Mortalidade e consumo de lagartas
de P. sequax de 3° e 5° instar em milho Bt” ¢ “Mortalidade e consumo
de lagartas de H. armigera de 1° e 4° instar em soja Bt e nao Bt”.

Os insetos utilizados em todas as etapas deste estudo
foram provenientes de criagdes mantidas no Laboratério de
Entomologia, da FAMV - UPF. As lagartas de P. sequax e H.
armigera foram criadas em dieta artificial (GREENE et al., 1976), em
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camara climatizada (25 = 2°C, umidade relativa de 60 £ 10% e
fotofase de 12 horas).

3.2 Incidéncia e severidade de ataque de S. frugiperda em milho Bt

Na safra 2012/13, dois experimentos (A e B), com o
mesmo objetivo, foram conduzidos, simultaneamente, com hibridos de
milho portadores das mesmas tecnologias Bt, no entanto, contando
com diferentes bases genéticas, fornecidos pelas empresas Syngenta®
(Experimento A) e Dow Agrosciences® (Experimento B) (Tabela 1).

Os ensaios foram conduzidos em delineamento
experimental de blocos casualizados, com oito tratamentos no
experimento A e sete tratamentos no Experimento B, e quatro
repeticdes para ambos.

As parcelas experimentais foram compostas por quatro
linhas de 7 metros de comprimento, com espagamento de 0,45 m. O
manejo da cultura obedeceu as praticas indicadas no que se refere a
aplicacdo de fungicidas em tratamento de sementes, pulverizacdo de
herbicidas e aplicacdo de fertilizantes. As sementes foram tratadas
com fludioxonil 0,75 g + mefenoxan 0,6 g + tiabendazole 30 g +
tiametoxan 52,5 g + abamectina 30 @/60000 sementes (Avicta
Completo) e semeadas sob plantio direto apos a cultura de aveia preta
pré-dessecada com herbicida. Para a adubacédo foram usados 80 kg de
P205/ha, 80 kg de K20/ha e 32 kg de N/ha. Em cobertura, aos 32 dias
apos a emergéncia foram utilizados 150 kg de N/ha, na forma de uréia,
e 60 kg/ha de K20, na forma de cloreto de potassio. Para o controle de

plantas daninhas foi utilizada a mistura de atrazine 0,3 L p.c. +
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mesotrione 120 g i.a/ha (Callisto) no estadio V1. Todas as parcelas
dos experimentos receberam as mesmas doses de insumos. Nao foram

realizadas aplicacdes de inseticidas para controle de pragas.

Tabela 1 - Especificacdo dos tratamentos dos Experimentos A e B,
sobre incidéncia e severidade de S. frugiperda em
gendtipos de milho Bt. FAMV-UPF, Passo Fundo/RS,

2012/13
Nome Gendtipo
Evento Proteina comercial Experimento  Experimento ~ Sigla
A B
TC1507 Cry 1F + PAT Herculex® P30F53 HX 2B587 HX
Bt1l Cry 1Ab Agrisure TL® Celeron TL - TL
Cry 1A.105
MONB89034  (1Ab, 1Ac, 1F) +  YieldGard
xNK603 ~ Cry2Ab2 + CP4-  VTPRO® AS1555 Proz DKB3%0 PRO2
EPSPS
MIR 162 VIP3Aa20 Viptera® SynsA98VIP Status VIP
MON89034 Ccrf’leAth: Morgan
x TC1507 x Cryf; +paT+  Powercore™  30A91MON89034 2B587 PW
NK603 CPa-EPSPS x TC1507 x NK603
Bt11 x CrylAb +
MIR162 x VIP3Aa20 + Viptera 3® Syn7205TLTGVIP Maximus VIP3
GA21 EPSPS
TC1507 x B
MONglox ~ CVIF*CrylAb  Optimum " P30F53 YH P30R50 YH
+ PAT Intrasect
NK603
Test?munha - Convencional AG 8025 2B587 -
(ndo Bt)

Quando as plantas de milho atingiram o estadio
fenolégico V4 (RITCHIE et al., 1993) foram realizadas avaliagdes
visuais para verificar a incidéncia natural de lagartas de S. frugiperda
e a severidade de ataque nas distintas tecnologias Bt, em 50 plantas,

tomadas ao acaso, nas duas linhas centrais de cada parcela. Para
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determinacdo da incidéncia, anotou-se a percentagem de plantas com

injuria (qualquer tipo de lesdo e intensidade). Para avaliar a desfolha

(severidade) adotou-se a escala visual de dano proposta por Davis et

al. (1992), que varia de 0 a 9, conforme Tabela 2.

Tabela 2 - Escala de notas para avaliacdo de severidade de ataque de

S. frugiperda no cartucho do milho (DAVIS et al., 1992)

Nota Descrigdo
0 Planta sem dano
1 Planta com pontuac@es (mais que uma pontuagdo por planta)
2 Planta com pontuagdes; 1 a 3 lesGes circulares pequenas (até 1,5 cm)
3 Planta com 1 a 5 lesdes circulares pequenas (até 1,5 cm); mais 1 a 3
lesdes alongadas (até 1,5 cm)
4 Planta com 1 a 5 lesdes circulares pequenas (até 1,5 cm); mais 1 a 3
lesBes alongadas (maiores que 1,5 cm e menores que 3,0 cm)
Planta com 1 a 3 lesGes alongadas grandes (maior que 3,0 cm) em 1 a 2
5 e A .
folhas; mais 1 a 5 furos ou lesGes alongadas até 1,5 cm
Planta com 1 a 3 lesdes alongadas grandes (maiores que 3,0 cm) em 2 ou
6 mais folhas; mais 1 a 3 furos grandes (maiores que 1,5 cm) em 2 ou mais
folhas
Planta com 3 a 5 lesfes alongadas grandes (maiores que 3,5 cm) em 2 ou
7 mais folhas; mais 3 a 5 furos grandes (maiores que 1,5 cm) em 2 ou mais
folhas
Planta com muitas lesdes alongadas (mais que 5) de todos os tamanhos na
8 maioria das folhas. Muitos furos médios a grandes (mais que 5) maiores
que 3,0 cm em muitas folhas
9 Planta com muitas folhas, na quase totalidade, destruidas

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as

médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de

erro.
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3.3 Mortalidade e consumo de lagartas de P. sequax de 3° e 5°

instar em milho Bt

Foram avaliados os oito gendétipos do Experimento A
(item 3.1) (Tabela 1). O estudo foi iniciado quando as plantas
atingiram o estadio V4 (RITCHIE et al., 1993), quando discos foliares
com éarea conhecida (7 cm?2), de cada tratamento, foram coletados na
parte mediana do limbo das folhas expandidas, com um vazador
circular. Esses discos foliares foram colocados em placas de Petri (10
cm de diametro), revestidas, no fundo interno, com papel filtro
umedecido com agua destilada. Para cada placa, com o auxilio de um
pincel fino, foi transferida uma lagarta de P. sequax. Foram testados
dois instares larvais: 3° e 5° visando reproduzir pelo menos duas
situacOes naturais de ocorréncia a campo, uma vez que as infestacfes
iniciais em milho s&o provenientes do cultivo de inverno antecedente,
geralmente aveia preta dessecada. Diariamente, o alimento e o papel
filtro eram trocados e a placa era limpa, higienizada e, se necessario,
umedecida, para evitar ressecamento das folhas e também excesso de
umidade.

As partes ndo consumidas dos discos eram retiradas e
guardadas em pacotes de papel, devidamente identificados e
armazenados em geladeira, para posterior medi¢cdo, com o auxilio de
um integralizador de area (Scaner — modelo LI3050A). Por subtracédo
da area total oferecida inicialmente, estimou-se o consumo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial (8 tratamentos x 2 instares larvais), com 5

repeticOes para lagartas em 3° instar e 4 repeticdes, para lagartas em 5°
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instar. Considerou-se como unidade experimental um conjunto de dez
placas (dez lagartas por repeticdo), perfazendo total de cinquenta e
quarenta individuos por tratamento, respectivamente, para cada instar.

Foram avaliados a area foliar consumida, numero de
lagartas mortas e o tempo até a morte. A obtencdo dos dados decorreu
de observacbes e registros realizados aos 1, 2 e 3 dias apds a
infestacdo e depois a cada dois dias durante 30 dias para larvas de 3°
instar e 16 dias, para lagartas de 5° instar.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade de
erro. Os dados relacionados a mortalidade de lagartas e ao consumo
foliar foram transformados por Vx+1. Complementarmente, realizou a
analise de regressdo entre mortalidade e o tempo (dias), para a
estimativa de velocidade de acdo (coeficiente angular) das tecnologias
Bt.

3.4 Mortalidade e consumo de lagartas de H. armigera de 1° e 4°

instar em soja Bt e ndo Bt

Este experimento foi conduzido para avaliar o efeito de
diferentes 6érgdos das plantas, de cultivares de soja MON87701 x
MON89788 e nédo Bt, sobre diferentes estadios de desenvolvimento
das lagartas, através da analise de mortalidade e tempo até a morte, e
de consumo de lagartas de H. armigera, em dois instares de
desenvolvimento distintos, 1° (neonatas) e 4°.

O cultivar de soja Bt foi o AS 3570 IPRO RR2, que

expressa a proteina CrylAc, o ndo Bt foi 0 BMX Poténcia RR. As trés
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estruturas das plantas oferecidas as lagartas de 1° e de 4° instar foram
folhas novas, folhas velhas e legumes. Considerou-se folhas novas,
aquelas do terco superior da planta, tenras, verde-claras, com
aproximadamente uma semana ap0s a completa abertura dos foliolos;
folhas velhas, aquelas do terco inferior, mais duras e verde-escuras,
com mais de trés semanas da completa abertura; e, legumes, aqueles
entre os estadios 5.4 e 5.5 (FEHR & CAVINESS, 1977).

As plantas foram cultivadas em vasos, em casa de
vegetacdo, de onde foram coletadas folhas (novas e velhas) e legumes.
Discos foliares de area conhecida (1, 4 e 7 cm?), produzidos com
auxilio de vazador, e legumes, foram oferecidos as lagartas,
individualizadas em placas de Petri, no laboratério. Inicialmente,
disponibilizou-se um disco foliar de menor tamanho e, a medida da
necessidade, foram sendo oferecidos mais e maiores discos foliares. A
mesma logica foi seguida para os legumes, oferecendo, inicialmente, uma
unidade e aumentando o nimero conforme a necessidade

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
em esquema fatorial, com cinquenta repeticbes (lagartas). Na
impossibilidade de comparar consumo de folhas com o dano em
legumes foram avaliados de forma diferente. A analise estatistica foi
realizada de duas maneiras: a) fatorial 2 (cultivar de soja Bt e ndo Bt)
X 2 (1° e 4° instar) para danos em legumes e b) fatorial 2 (cultivar de
soja Bt e ndo Bt) x 2 (1° e 4° instar) x 2 (folha nova e velha) para as
demais variaveis.

Avaliou-se consumo foliar, danos em legumes, numero de

lagartas mortas e tempo necessario para morrer. Na avaliacdo de
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danos em legumes, elaborou-se escala de notas em funcao do tipo de

alimentacdo que os insetos apresentaram (Tabela 3).

Tabela 3 - Escala de notas (0 a 6) para avaliacdo do dano em legumes

de soja por lagartas de H. armigera. FAMV-UPF, Passo
Fundo/RS, 2015

Nota

Descricao

0

DOl WDN P

Sem danos (sem consumo)

Danos leves e superficiais do tegumento (raspagem), sem atingir gréos
Danos (consumo) do tegumento, sem atingir os graos

Danos (consumo parcial) em 1 grdo

Danos (consumo parcial) em 2 grdos

Danos (consumo parcial) em 3 grdos

Danos severos (consumo de 100% do legume e dos gréos)

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as

médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de

erro. Os dados relacionados a mortalidade de lagartas e de tempo até a

morte foram transformados por x, e os de consumo, foliar e de

legumes, por Vx+1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Incidéncia e severidade de ataque de S. frugiperda em milho Bt

4.1.1 Experimento A

A incidéncia natural de lagartas de S. frugiperda foi
diferente entre as tecnologias Bt de milho (Tabela 4). O gendtipo nao
Bt (testemunha) foi aquele em que se observou maior ocorréncia de
lagartas (96,4%). A melhor performance foi do evento MON89034 x
TC1507 x NK603, com menor incidéncia de lagartas, todavia, ndo
diferiu de MIR162, MON89034, Bt1ll x MIR162 x GA21 e TC1507,
com variagbes entre 75,3 e 63,7%. Os demais gendtipos se
comportaram de forma intermediaria e inconclusiva. As tecnologias
Btll e TC1507 x MON810 x NK603 néo diferiram da testemunha.
Mendes & Waquil (2009) garantem que, em condi¢des de campo, é
normal encontrar respostas diferenciadas em relacéo ao controle de S.
frugiperda utilizando distintas tecnologias Bt. Fearing et al. (1997)
verificaram diferencas na expressdo de toxinas em diferentes tecidos
da planta de milho e, também, entre gendtipos.

De forma geral, os eventos piramidados caracterizaram-se
pelo aumento no nivel de protecdo da planta Bt a praga-alvo,
concordando com estudos de Storer et al. (2012), como é o caso do
evento MON89034 x TC1507 x NK603. Moar & Anilkumar (2007)
consideram a piramidagdo como forma de avango na biotecnologia,
isso porque confere modo de acdo independente e Unico, podendo

retardar o estabelecimento de populacdes de insetos resistentes
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(HEAD & GREENPLATE, 2012). Em comparagdo com a primeira
geracdo de eventos Bt, a piramidacdo se mostra mais eficaz no
controle de algumas espécies de noctuideos, incluindo S. frugiperda
(BURKNESS et al., 2010; YANG et al., 2013a; YANG et al., 2013b).
Isso fica evidente quando se analisa a resposta de Btl1, que expressa
somente uma proteina entomotoxica, e ndo mostrou diferenca da

testemunha ndo Bt com relag&o a incidéncia de S. frugiperda.

Tabela 4 - Incidéncia natural (%) e severidade de ataque de lagartas de
S. frugiperda em tecnologias Bt de milho — Experimento A.
FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2013

Evento Bt Incidéncia Severidade?
Néo Bt 96,4+1,48 a 6,0+£0,25 a
Btl11 89,6 +2,06 ab 48+0,13 ab
TC1507 x MON810 x NK603 84,0+ 3,22 abc 3,8+0,06 bc
MIR162 75,3+2,33  bcde 3,8+0,14 Dbc
MONZB89034 73,3+2,84 bcde 3,6+0,04 bc
Btll x MIR162 x GA21 68,8 + 2,93 cde 3,8+0,03 bc
TC1507 63,7 + 2,46 de 35+0,08 bc
MONB89034 x TC1507 x NK603 56,2 + 2,60 e 3,2+0,06 c
Meédia 75,9 4.1

C.V. (%) 14,9 14,2

Médias + erro padrdo (EP) seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente (Tukey, p < 0,05). ! Escala Davis (0 a 9).

A severidade de ataque, medida pela escala Davis, foi
maior na testemunha ndo Bt, que diferiu de MON89034 x TC1507 X
NK603, sofrendo menores injdrias pela praga, evidenciando poucas
lesBes circulares ou indefinidas de até 1,3 cm nas folhas expandidas e
novas, enquanto na testemunha, as lesdes foram maiores que 2,5 cm, e
presentes em vérias folhas expandidas e novas (Tabela 2). A
tecnologia Btll apresentou nota de dano igual ao hibrido ndo Bt,

evidenciando possivel reducdo na efetividade de controle. As
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tecnologias YH, MIR162, MON89034, Btll x MIR162 x GA2l e
TC1507 ndo diferiram de MON89034 x TC1507 x NK603 nem de
Btll quanto a severidade. Waquil et al. (2002) confirmam que em
condicdes de alta pressdo de infestacdo, a proteina CrylAb, expressa
pela tecnologia Btll, promove controle parcial de S. frugiperda. Em
complemento, Waquil et al. (2013) concordam que a proteina CrylAb
diminui os danos da lagarta-do-cartucho, no entanto, exige
monitoramento para decisdo de utilizacdo complementar de controle
quimico. De acordo com Fernandes et al. (2003), o milho MON 810,
que expressa a proteina inseticida Cry1lAb, oferece niveis elevados de
controle de Diatraea saccharalis (CASTRO et al., 2004) e moderados
de H. zea e S. frugiperda, concordando com os resultados deste
trabalho.

Entre hibridos transgénicos avaliados por Moraes et al.
(2015), a menor nota de dano foi atribuida aos hibridos contendo a
tecnologia Viptera® (MIR162), Herculex® (TC1507) e YieldGard®
(MONB89034). Assim como neste trabalho, Michelotto et al. (2011)
constataram que a tecnologia Herculex® (TC1507) apresenta as
menores notas de dano, em comparacédo a YieldGard® (MON89034) e
Agrisure TL® (Btll). Mendes et al. (2008) observaram que em
hibridos Bt houve predominio de plantas com nota zero de dano, o que
ndo foi evidenciado neste estudo, indicando que, com o passar dos
anos, a efetividade das proteinas Bt diminui.

Nesse estudo ndo foram utilizadas as mesmas bases
genéticas para avaliacdo da eficiéncia de controle da tecnologia Bt.
Isso pode mascarar algum indicativo de resisténcia por antixenose ou

antibiose em relacdo a lagarta-do-cartucho, independente da expressao
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de proteina Bt. Mendes et al. (2011) concluiram que existe interacéo

entre a toxina Cry1Ab e a base genética dos hibridos transgénicos.

4.1.2 Experimento B

Da mesma forma que no Experimento A, houve menor
incidéncia de lagartas S. frugiperda no milho Bt comparado ao nao Bt
(Tabela 5). No entanto, somente se constatou diferenca significativa
entre a testemunha e as tecnologias TC1507 e MON89034 x TC1507
x NK603, as quais ainda tiveram incidéncia que pode ser considerada

alta. Os demais tratamentos ficaram em posi¢des intermedidrias.

Tabela 5 - Incidéncia natural (%) e severidade de ataque de lagartas de S.
frugiperda em tecnologias Bt de milho — Experimento B.
FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2013

Evento Bt Incidéncia Severidade!
Néo Bt 96,6 £0,37 a 6,7+0,01 a
TC1507 x MON810 x NK603 94,3+0,34 ab 39+£0,06 b
MON89034 85,0+0,33 abc 3,9+0,08 b
MIR162 82,9+0,57 abc 2,7+0,04 bc
Bt1l x MIR162 x GA21 82,2+0,85 abc 3,4+0,02 bc
TC1507 79,0+0,67 bc 29+0,04 bc
MON89034 x TC1507 x NK603 72,5+ 1,50 c 2,2+0,09 c
Média 84,6 3,7

C.V. (%) 8,1 14,8

Médias £ EP seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey, p <
0,05). ! Escala Davis (0 a 9).

Wagquil et al. (2002), ao avaliarem a eficiéncia de nove
hibridos Bt a S. frugiperda, nos Estados Unidos, observaram

diferentes niveis de resisténcia, e consideraram as toxinas CrylF,
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CrylAb, CrylAc e Cry9C altamente resistente, resistente,
moderadamente resistente e suscetivel, respectivamente. Contudo, em
contraponto, recentemente foi documentado controle reduzido de S.
frugiperda em milhos portadores de proteinas CrylF (TC1507) no
Brasil (FARIAS et al., 2014) e no sudeste dos EUA (HUANG et al.,
2014). Considerando os resultados encontrados nesse trabalho, de
incidéncia e superior a 72%, ha indicios que a eficiéncia de todas as
tecnologias Bt testadas foi drasticamente reduzida.

Constatou-se que a severidade de dano de todas as
tecnologias Bt foi inferior a testemunha ndo Bt, com variacdo na
escala Davis entre 2,2 e 3,9. As menores notas de dano foram das
tecnologias TC1507 e MON89034 x TC1507 x NK603, que mesmo
apresentando incidéncia de lagartas relativamente elevada, foram
pouco injuriadas. Conforme Waquil et al. (2002), mesmo em hibridos
de milho transgénicos, é esperada alguma perfuracdo foliar leve, uma
vez que, para ser controlado, o inseto deve ingerir a toxina. Contudo,
Farias et al. (2014) afirmam que S. frugiperda tem causado prejuizos
econémicos significativos em hibridos de milho TC1507 no oeste
baiano, devido a evolucdo da resisténcia.

Mediante estudos no laboratério, na casa-de-vegetagdo e
no campo foi observado que o milho Bt contendo proteina VIP foi
eficaz no controle da lagarta-do-cartucho (BURKNESS et al., 2010;
YANG et al., 2013b; NIU et al., 2014; HUANG et al., 2014).
Bernardi et al. (2015) concluiram que a frequéncia inicial de alelos de
resisténcia a toxina Vip3Aa20 em populacdes de S. frugiperda é
baixa, e atende a um dos principais pressupostos de estratégias de

manejo da resisténcia. Talvez em funcdo disso, as tecnologias de
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milho portadoras da proteina Vip3Aa20 (MIR162 e Bt1ll x MIR162 x
GAZ21) apresentem menor incidéncia e severidade de ataque de S.
frugiperda, assim como MON89034 x TC1507 x NK603, que se trata
de um evento piramidado, ou seja, que expressa duas ou mais
proteinas de Bt na mesma planta (OMOTO & BERNARDI, 2015).

Em ambos os experimentos (A e B), a tecnologia
MONZ89034 x TC1507 x NK603 se destacou apresentando menor
incidéncia e severidade de ataqgue de S. frugiperda,
independentemente da base genética do cultivar. O hibrido ndo Bt se
posicionou no outro extremo, com incidéncia e severidade mais

elevadas.

4.2 Mortalidade e consumo de lagartas de P. sequax de 3° e 5°

instar em milho Bt

A mortalidade de lagartas foi influenciada pelas
tecnologias Bt de milho testados (Tabela 6). Ndo houve interagédo
entre instares e hibridos, evidenciando que o estadio larval néo
exerceu influéncia sobre a agéo das tecnologias Bt.

A maior mortalidade ocorreu na tecnologia MON89034 x
TC1507 x NK603 (97,5%) e a menor em TC1507 (61,5%). As
tecnologias Bt1ll x MIR162 x GA21, MIR162, TC1507 x MON810 x
NK603, MON89034 e Btll apresentaram mortalidade intermediéria,
que variou de 83,7 a 8,5%, sem diferir de MON89034 x TC1507 x
NK603 e de TC1507.
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Tabela 6 - Mortalidade (%) de lagartas de 3° e 5° instares de P. sequax
alimentadas com genoétipos de milho Bt e ndo Bt.
FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2013

instar

Evento 3 5 Média
MONB89034 x TC1507 x NK603 100,0+0,00  95,0+2,89 975 a
Btll x MIR162 x GA21 97,5+2,89 92,5+4,79 95,0 ab
TC1507 x MON810 x NK603 85,0 £6,45 97,5+2,50 91,2 ab
MON89034 85,0 £5,00 90,0+10,00 87,5 ab
MIR162 750+1555  95,0+2,89 85,0 ab
Btll 77,0+13,15 90,0+4,08 83,7 ab
TC1507 55,0+£2327 675+1109 615 b
Néo Bt 250+£1323 5,0+£5,00 150 ¢
Média 74,9 79,0 77,0

C.V. (%) 17,4

Médias £ EP seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente (Tukey, p <
0,05).

P. sequax pode ser uma importante praga de milho
(WEBSRER & MALLY, 1898; WALTON, 1916; SALVADORI &
PARRA, 1990a; GASSEN, 1994; WILLSON & STINNER, 1994;
JIANG et al., 2011), embora nao seja alvo principal das tecnologias
Bt. Danos significativos causados por M. unipuncta tém sido relatados
em diferentes eventos transgénicos de milho Bt (EIZAGUIRRE et al.,
2010; PILCHER et al., 1997; SCHAAFSMA et al., 2007). Contudo,
com o presente trabalho percebe-se que as tecnologias Bt disponiveis
no mercado, desde as de primeira geracao até os eventos piramidados,
com excecdo daquela que expressa a proteina CrylF (TC1507),
proporcionam mortalidade relevante, superior a 83%, ja que P. sequax
ndo esta entre as pragas alvo e ndo serviu de base no desenvolvimento
da tecnologia. Desta forma, ao adquirirem sementes de milho

resistente a insetos, principalmente a S. frugiperda e D. saccharalis,
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os produtores sdo beneficiados com o controle parcial de lagartas de
P. sequax.

Resultados de Gonzales-Cabrera et al. (2013) diferiram
dos obtidos neste estudo, mostrando que as tecnologias de milho Bt na
Espanha mostram baixa eficacia de controle para lepiddpteros-praga
secundarios, como M. uninpucta. Da mesma forma, Garcia et al.
(2015) demonstraram que hibridos de milho expressando a toxina
CrylAb tem baixa eficacia para controlar alguns lepiddpteros-praga
secundarios como M. uninpucta e H. armigera.

Wang et al. (2009) e Zhao et al. (2011) levantaram
preocupacao de que pragas secundarias possam se tornar problema em
virtude da implantacdo de culturas Bt. Gonzales-Cabrera et al. (2013)
descobriram que a resisténcia de larvas M. uninpucta ao milho Bt
aumenta rapidamente quando sua criacdo acontece na cultura
geneticamente modificada. Cerca de 1-2% de larvas neonatas de M.
uninpucta alimentadas com milho expressando a proteina CrylAb
conseguem completar o ciclo de vida (GARCIA et al., 2015). Tais
evidéncias sdo consideradas preocupantes para o cenario produtivo do
Brasil, uma vez que, lagartas grandes de P. sequax, presentes na aveia
preta comumente permanecem no sistema depois da dessecacao,
atacando plantulas de milho em sucessao.

Presumivelmente, mesmo que o nivel de mortalidade de
lagartas alimentadas com tecnologias Bt seja alto, ndo € proximo a
100%. Dessa forma, os resultados indicaram que a concentracdo de
proteinas Bt expressas pelos hibridos de milho possa representar
“baixas doses” (PRUTZ & DETTNER, 2004), ou também,

concentracdes subletais, que favorecem a evolucéo da resisténcia em
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populacdes de campo (JANMAAT et al., 2014), pois individuos
conseguem completar seu ciclo de vida, mesmo alimentando-se de
plantas expressando entomotoxinas. Percebe-se que, algumas das
tecnologias transgénicas, especialmente as de primeira geracdo, como
TC1507, possibilitam maior percentual de sobrevivéncia de lagartas,
favorecendo a pressao de selecéo.

Assim como neste trabalho, Ruthes (2012) observou que
P. sequax, pode ocasionar danos, mesmo com a utilizacdo do milho Bt
TC1507, o que ele ndo constatou para S. frugiperda. Essa variacdo de
eficiéncia de controle da tecnologia Bt entre diferentes espécies de
lepidopteros ocorre devido as toxinas de B. thuringiensis exercerem
sua acdo letal por meio da ligacdo a receptores no intestino médio, que
sdo diferentes em cada espécie (WANG et al., 2013).

Embora os resultados deste trabalho ndo tenham indicado
diferenga de sensibilidade as toxinas entre os estadios larvais 3° e 5°
de P. sequax, Pilcher et al. (1997) observaram que lagartas neonatas
da mesma espécie, ndo sobrevivem ao milho Bt, enquanto os ultimos
instares apresentam menor suscetibilidade. Valadez-Lira et al. (2012)
afirmaram que larvas mais desenvolvidas sdo mais tolerantes ao Bt.
Wang et al. (2005) constataram que M. separata é mais suscetivel as
toxinas CrylAb durante o quarto instar. Outros autores
complementam assegurando que larvas de quarto instar tém controle
reduzido e menor atraso no desenvolvimento que larvas de sexto
instar, quando alimentadas com plantas Bt (BAUCE et al., 2002;
VOLNEY & CEREZKE, 1992; PEDERSEN et al., 1997). A menor
suscetibilidade de lagartas em instares intermediarios acontece, de
acordo com Van Frankenhuyzen et al. (1997), devido ao aumento de
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20 vezes na taxa potencial de alimentacdo no 4° instar e de 4,5 vezes
no 6° instar, influenciando diretamente a LD50 requerida por larva.

Constatou-se, no presente estudo, que o tempo para a
morte das lagartas de P. sequax nédo sofre influéncia da interacao entre
as tecnologias Bt e os instares em que se encontram (Tabela 7). As
lagartas levaram mais tempo para morrer apos alimentacdo com milho
MONB89034 x TC1507 x NK603 (9,1 dias), Btll e TC1507 (ambos
com 7,9 dias), porem ndo diferindo das tecnologias MON89034 e
TC1507 x MONB810 x NK603. Maior velocidade de acdo foi
evidenciada nas lagartas alimentadas com Btll x MIR162 x GA21
(4,3 dias) e MIR162 (4,5 dias), e hibrido ndo Bt. Presume-se, que a
velocidade mais rapida de morte das lagartas no hibrido ndo Bt,
demonstre a falta de adaptabilidade imediata a parcela experimental.
No entanto, como evidenciado na Tabela 6, o percentual de
mortalidade no hibrido convencional foi inferior aos demais
tratamentos.

Em observacbes durante o trabalho, percebeu-se que
muitas das lagartas cessaram alimentacdo pouco tempo depois de
ingerir folhas de milho Bt, provavelmente por ter havido intoxicacao,
mas ainda assim, levaram algum tempo para morrer. No entanto, é
necessario investigar com preciséo essa informacao.

Em campo, independente do estadio, o prolongamento da
fase larval, ou mesmo, a intoxicacdo e paralizacdo de movimentos,
pode ter efeitos negativos sobre a populacdo de insetos, devido a
maior exposicdo a inimigos naturais (WESELOH & ANDREADIS,
1982). Ainda, presume-se que lagartas intoxicadas, mesmo vivas, ndo

tenham potencial para causar injurias foliares expressivas.
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Tabela 7 - Tempo de vida (dias) de lagartas de 3° e 5° instares de P.
sequax alimentadas com gendtipos de milho Bt e ndo Bt.
FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2013

instar .
Evento 3 50 Média
MON®89034 x TC1507 x NK603 88+101 94+017 91+060 a
Btll 79+050 80x022 792060 a
TC1507 89+0,21 69+£018 79+180 a
MON89034 75+325 78+035 76084 ab
TC1507 x MON810 x NK603 44+040 741011 590,26 abc
MIR162 32+008 58+159 45+0,37 bcd
Btll x MIR162 x GA21 36088 46x031 4,3+0,20 cd
Nao Bt 36146 0,1+011 19%0,69 d
Média 5,9 6,2 6,1
C.V. (%) 38,6

Médias + erro padrdo (EP) seguidas pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente (Tukey, p < 0,05).

Complementarmente, os resultados da regressao linear
indicaramm, pela maior inclinagdo da reta (coeficiente angular), que
nas lagartas de 3° instar de P. sequax, as proteinas entomotdxicas
expressas pela tecnologia Btll x MIR162 x GA21, tem acdo toxica
mais rapida (Figura 1). Nessa tecnologia, mortalidade de 100% das
lagartas foi atingida em, aproximadamente, 5 dias.

O evento MONB89034 x TC1507 x NK603 também
proporcionou 100% de mortalidade, no entanto, isso aconteceu
somente 23 dias apos a infestacdo, reforcando a informacdo expressa
na Tabela 7. Em TC1507 x MON810 x NK603, as lagartas atingiram
90% de mortalidade em 10 dias. MON89034 e Btll apresentaram
comportamento semelhante, de 85 e 80% de mortalidade,
respectivamente em, aproximadamente, 21 dias. No evento MIR162, a
mortalidade também foi elevada (80%), contudo em menor periodo de

tempo (12 dias).



57

O menor percentual de mortalidade de lagartas foi
evidenciado por TC1507 (60%), em 30 dias apds a infestacdo
(coeficiente angular = 2,0), enquanto que na testemunha ndo Bt o
valor do coeficiente angular foi de 0,5.

Assim como nesse trabalho, Barbosa et al. (2012)
concluiram que a tecnologia Btll x MIR162 x GA21 foi a mais
efetiva no controle de H. zea. Peterlini et al. (2014) comprovaram que
essa mesma tecnologia causou 100% de mortalidade em S. frugiperda,
dois dias ap0s a alimentacao.

Também para lagartas de 5° instar, a inclinacdo da reta na
tecnologia Bt11l x MIR162 x GA21 foi superior (coeficiente angular =
20,0) (Figura 2). Também se destacaram as tecnologias MIR162
(14,7), Btll1 (13,2) e TC1507 x MON810 x NK603 (13,0), com
mortalidade se aproximou de 100%, em 7, 9, 11 e 11 dias apds a
infestacdo, respectivamente. Esses resultados indicam que as proteinas
dessas tecnologias tém maior velocidade de acdo, depois de ingeridas
pelas lagartas. Mortalidade elevada também foi proporcionada por
MONB89034 (90%) e MONB89034 x TC1507 x NK603 (95%), no
entanto, o tempo até a morte dos insetos foi bastante prolongado, de
14 e 20 dias, respectivamente. A tecnologia TC1507, assim como para
lagartas menores (Figura 1), também ndo demonstrou bom potencial
de controle, atingindo mortalidade proxima a 65%, aos 17 dias apos a

infestacao.
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De acordo com Mendes et al. (2009), a mortalidade das
larvas ndo ocorre completamente nas primeiras 48 horas apés ingestdo
da toxina Bt na planta. Ela se distribui durante todo o periodo de
desenvolvimento dos insetos. Talvez isso expliqgue o comportamento
das lagartas que, ao ingerirem os milhos Bt MON89034 x TC1507 x
NK603 e MONB89034, tiveram percentual de mortalidade alto, no
entanto, levaram varios dias para morrer.

Lima & Assmann (2015) atribuiram a melhor eficiéncia de
controle de lagartas por Btll x MIR162 x GA21 e MON89034 x
TC1507 x NK603 a piramidacdo de genes. Os eventos contendo
somente uma proteina inseticida tendem a ter menor eficiéncia no
controle de lagartas (MICHELOTTO et al, 2014; LIMA &
ASSMANN, 2015), conforme se observou na tecnologia TC1507 neste
trabalho, que além disso, também enfrenta problemas de resisténcia de
algumas espécies de lagarta (FARIAS et al., 2010).

Para consumo foliar, houve interacdo entre as tecnologias
Bt e o instar das lagartas (Tabela 8). Lagartas de 3° instar consumiram
menor area foliar nas tecnologias Btll x MIR162 x GA21 e MIR162
(ambas 16,1 cm?), no entanto, nao diferiram de TC1507 x MON810 x
NK603. O evento TC1507 igualou-se a testemunha ndo Bt,
apresentando consumo 85,5% superior a Btll x MIR162 x GA21 e
MIR162. Os demais, MON89034 x TC1507 x NK603, MON89034 e
Btll classificaram-se de maneira intermediaria, diferindo-se da
testemunha e também das tecnologias com menor consumo. Garcia et
al. (2015) acreditam que a tolerancia de lepidopteros a algumas
toxinas Bt esta relacionada as altas taxas de elimina¢do de toxinas e a

rapida recuperacdo do epitélio do intestino médio.
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Tabela 8 - Consumo foliar (cm?) de lagartas de 3° e 5° instares de P.
sequax alimentadas com gendtipos de milho Bt e ndo Bt.
FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2013

Evento 3 Instar 5o

Nao Bt 133,4 + 14,45 aA 100,6 + 4,08 aB
TC1507 111,3+ 14,60 aA 748+593 bB
Btl1 64,5+2,15 bA 421+436 cB
MON89034 62,5+0,19 DbA 42,7+158 ¢cB
MON89034 x TC1507 x NK603 51,3+1,26 bA 37,7+231 CcA
TC1507 x MON810 x NK603 399+1,00 bcA 243+0,73 cdA
MIR162 16,1+0,04 CcA 191+£0,60 cdA
Btll x MIR162 x GA21 16,1+0,05 CcA 3,5+0,78 dA
Média 61,9 43,1

C.V. (%) 24,0

Meédias = EP seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitscula na linha
ndo diferem estatisticamente (Tukey, p <0,05).

As lagartas de 5° instar apresentaram comportamento pouco
diferenciado em relacdo as tecnologias Bt em teste. No evento Btll x
MIR162 x GA21 houve o menor consumo, no entanto, ndo diferiu de
MIR162 e TC1507 x MONS810 x NK603. Em seguida, vieram 0s
gendtipos MON89034 x TC1507 x NK603, MONB89034 e Btl11, onde
as lagartas consumiram de 37,6 a 42,6 cm? de folhas. Entre os hibridos
portadores de proteinas Bt, TC1507 foi 0 mais consumido pelas lagartas
(74,7 cm?), contudo, ainda foi diferente da testemunha.

Nas tecnologias TC1507, MON89034, Btl11 e testemunha,
as lagartas de 5° instar consumiram menor area foliar quando
comparadas as de 3° instar. No restante dos tratamentos, ndo houve
diferenca entre instares. Segundo Bauce et al. (2002), isso pode

acontecer pois a eficiéncia de utilizacdo do alimento € mais afetada
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quando ocorre a ingestdo de milho Bt no final da fase larval, devido a
falta de tempo para recuperacédo das lesdes intestinais.

Pérez-Hedo et al. (2012) ofereceram folhas de milho Bt
para individuos de M. uninpucta e H. armigera e observaram que o
consumo acontece, no entanto, a toxina é rapidamente eliminada da
membrana peritréfica intestinal. Tanaka et al. (2012) defendem que o
efeito intestinal das toxinas Bt depende da concentragdo e da
capacidade do hospedeiro em reparar 0s danos no meséntero.

Prutz & Dettner (2004) acreditam que o cessamento de
alimentacdo das larvas de lepidopteros em plantas Bt resulta,
especialmente, da paralisia que ocorre no intestino 0 que retarda a
passagem do material vegetal ingerido. Isso foi evidenciado,
especialmente, nas tecnologias Btll x MIR162 x GA21 e MIR162,
nas quais a velocidade de acdo das entomotoxinas foi maior,
resultando em menor consumo foliar. Por outro lado, Wheeler &
Halpern (1999) acreditam que insetos herbivoros podem responder
adaptativamente a mudancgas no seu ambiente, alterando, inclusive, o
consumo alimentar e a eficiéncia de utilizacdo, de modo a mitigar
efeitos negativos (JAEGER et al., 2013).

Estudos que examinaram os efeitos da exposicdo de
lepiddpteros-praga a baixas doses de toxinas Bt evidenciaram maior
tempo de desenvolvimento (ARSHAD & SUHAIL, 2011), redugdo no
ganho de peso (KULLIK et al., 2011) e menor consumo e eficiéncia
na utilizacao do alimento (RAMALHO et al., 2011).

De forma geral, percebeu-se que as tecnologias Bt
piramidadas, e as de Ultima geracdo, apresentaram melhores resultados

de controle de P. sequax, quando comparadas com eventos que
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expressam somente uma proteina inseticida. Isso também é observado
para lagartas de S. frugiperda, para a qual estudos apontam para
reducéo de eficiéncia de proteinas CrylF (HX) (FARIAS et al., 2014;
STORER et al., 2012) e CrylAb (Btl1l) (RUTHES, 2012; HARDKE
et al., 2010). Contudo, ja que P. sequax ndo foi uma praga alvo no
desenvolvimento das tecnologias Bt de milho, considera-se 0s
resultados de controle relativamente satisfatorios, semelhantes a S.
frugiperda.

4.3 Mortalidade e consumo de lagartas de H. armigera em soja Bt

e ndo Bt

Com relacdo a mortalidade, constatou-se interacdo entre 0s
fatores avaliados (instares, cultivares e estruturas de soja) (Tabelas 9,
10 e 11). A mortalidade de lagartas neonatas de H. armigera
alimentadas com soja MON87701 x MON89788 néo diferiu quando
comparada com a da soja convencional, ndo Bt (Tabela 9). Ja em
lagartas maiores, de 4° instar, a mortalidade foi 42,7% superior no
cultivar de soja MON87701 x MONB89788, resistente a lagartas. Dias
et al. (2015) consideram, em geral, que em gendtipos suscetiveis, a
mortalidade de lagartas ndo deve ser superior a 20%. Entretanto, em
soja ndo Bt, neste trabalho, a porcentagem de lagartas mortas variou
de 56,6 até 79,3%. Isso pode indicar que folhas de soja nao
representem a estrutura alimentar preferencial de H. armigera (DIAS

et al., 2015), especialmente em instares inicias.
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Tabela 9 - Mortalidade (%) de lagartas de 1° e 4° instares de H. armigera
alimentadas com cultivares de soja Bt e ndo Bt. FAMV/UPF,
Passo Fundo/RS, 2015

p Cultivar -
Instar Bi Nao B Meédia
1° 85,3+7,99 bA 79,3+6,91 aA 82,3
40 98,6 £1,63 aA 56,6 £5,20 bB 77,6
Média 91,9 67,9 79,9
C.V. (%) 16,3

Médias £ EP seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maidscula na linha
ndo diferem estatisticamente (Tukey, p < 0,05).

Em trabalho semelhante, Coelho (2015) observou que,
guando alimentadas com soja transgénica expressando a proteina
CrylAc, lagartas neonatas de H. armigera apresentaram mortalidade
total, assim como as de H. virescens (BORTOLOTTO et al., 2014), o
que néo foi constatado nesse trabalho. Viana (2014) também observou
100% de mortalidade de larvas de C. includens alimentadas com
algoddo CrylAc. Sivasupramaniam et al. (2008) confirmam que
plantas de soja que expressam CrylAc oferecem excelente protecédo
contra H. armigera durante todo o periodo vegetativo da soja.

Porém, segundo Gujar et al. (2007), existe consideravel
variacdo na suscetibilidade de larvas de H. armigera as toxinas Bt em
diferentes locais e espécies de plantas. Paramasiva et al. (2014)
atribuem isso a variacdo na microflora intestinal envolvida na
alimentacéo dos insetos e na degradacgéo da proteina Bt.

Outra constatagdo interessante foi que em soja
MON87701 x MONB89788, lagartas de 4° instar tiveram mortalidade
superior a lagartas neonatas, na ordem de 13,4%. Isso pode ter

acontecido em fung@o do maior consumo de material Bt pelas lagartas
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maiores (Tabela 13) e, consequentemente, de proteinas tdxicas. Em
soja convencional o inverso aconteceu, lagartas de 1° instar
apresentaram mortalidade 28,6% superior as de 4° instar.

Sanahuja et al. (2011) afirmam que bioesticidas a base de
Bt geralmente sdo aplicados quando as larvas estdo nos primeiros
instares, uma vez que quanto mais desenvolvidas, sdo mais tolerantes.
Yeoh et al. (2011) explicam que isso acontece porque a relacéo entre a
area da superficie do intestino médio e a massa corporal das lagartas
diminui @ medida que as larvas crescem, assim como o0s locais de
ligacdo das toxinas de Bt também mudam. Estas mudancas podem
diminuir o impacto negativo da soja MON87701 x MON89788 no
intestino médio de larvas em instares mais avancados (NIU et al.,
2014).

A mortalidade de lagartas de 1° instar de H. armigera em
soja, independentemente de expressar ou ndo proteinas entomotdxicas,
ndo foi afetada pela estrutura de planta oferecida (folha nova, folha
velha, legume) (Tabela 10). Contudo, em lagartas de 4° instar,
observou-se mortalidade bastante elevada (98,0%), e superior, em
folhas novas.

Analisando as estruturas da planta separadamente,
observou-se, em folhas novas, maior percentual de lagartas mortas de
40 fnstar, 15% superior as neonatas. Em folhas velhas essa diferenca
ndo foi identificada. Entretanto, em legumes, verificou-se que a
mortalidade de neonatas foi superior as de 4° instar. Evidentemente,
essa mortalidade mais elevada em legumes pode estar relacionada a
dificuldade de alimentacéo, indicando uma barreira fisica ou quimica.

Nesse sentido, uma possibilidade é que a pilosidade e a dureza do
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tegumento dos legumes tenham sido empecilho para mastigagéo para

as lagartas menores, com as mandibulas pouco desenvolvidas.

Tabela 10 - Mortalidade (%) de lagartas de 1° e 4° instares de H.
armigera alimentadas com diferentes estruturas de planta
de soja. FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2015
instar Estrutura Média
Folha nova Folha velha Legume
1° 830+£7,70 bA 770+470 aA 880+730 aA 833
40 98,0+122 aA 680+200 aB 67,0+581 bB 77,6
Média 90,0 72,5 77,5 80,4
C.V. (%) 16,3
Meédias £ EP seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e mailscula na linha
ndo diferem estatisticamente (Tukey, p < 0,05).

Trabalho de Bortolotto et al. (2014) demonstra que larvas
de H. virescens de 3° instar, espécie estreitamente relacionada com H.
armigera, nao conseguiram completar o desenvolvimento larval
exclusivamente com legumes de soja, independentemente se eram Bt
ou ndo. Sendo assim, provavelmente, as larvas precisem, quando
pequenas, se alimentar de estruturas vegetativas tenras para, depois,
buscar os legumes e completar o desenvolvimento (FARRAR &
BRADLEY Jr, 1985; ROGERS & BRIER, 2010).

Contatou-se que a estrutura da planta de soja MON87701
x MONB89788 em que a lagarta se alimenta (folhas novas, velhas e
legumes), ndo exerce influéncia na mortalidade para a espécie H.
armigera (Tabela 11). Isso confirma a constatacdo de Bernardi et al.
(2013) e Bortolotto et al. (2014), que mesmo em estruturas mais
velhas da planta (folhas velhas e legumes), a concentracdo da proteina

inseticida é suficiente e eficaz no controle de lagartas de H. virescens.
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Ja em soja ndo Bt, a mortalidade é superior em folhas novas, seguida

por legumes, e por ultimo, folhas velhas.

Tabela 11 - Mortalidade (%) de lagartas de H. armigera alimentadas
com diferentes estruturas de planta em cultivares de soja
Bt e ndo Bt. FAMV/UPF, Passo Fundo/RS, 2015
Estrutura
Cultivar Folha nova Folha velha Legume
Bt 91,0485 aA 950x223 aA 90,0x6,12 aA 92,0
NaoBt 89,0+4,14 aA 500+450 bC 650+700 bB 66,3
Média 90,0 72,5 77,5 79,1
C.V. (%) 16,3
Meédias £ EP seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha
ndo diferem estatisticamente (Tukey, p < 0,05).

Média

Observando o comportamento de mortalidade em folhas
novas, percebe-se que ndo houve diferenca entre soja MON87701 x
MONZ89788 e convencional (Tabela 11). No entanto, tanto em folhas
velhas quanto em legumes, a mortalidade de lagartas de H. armigera
foi superior no cultivar Bt, na proporcdo de 47,3 e 27,7%,
respectivamente, quando comparado ao cultivar ndo Bt.

Com relacdo ao tempo até a morte houve interacéo entre
instar x cultivar e estrutura da planta x cultivar (Tabela 12). Tanto
para lagartas de 1° como de 4° instar, o tempo de vida apds
alimentagdo com soja MON87701 x MON89788 foi mais curto (2,6 e
6,2 dias, respectivamente), em relacdo a soja ndo Bt. Em soja
MON87701 x MONB89788, a morte das lagartas neonatas (1° instar)
ocorreu mais rapidamente do que em lagartas maiores (4° instar). Em

soja ndo Bt essa diferenca ndo se evidenciou.
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Tabela 12 - Tempo de vida (dias) de lagartas de 1° e 4° instares de H.
armigera alimentadas com diferentes estruturas de planta em
cultivares de soja Bt e ndo Bt. FAMV/UPF, Passo Fundo/RS,

2015

Instar Cultivar - Média
Bt Nao Bt

1° 261025 bB 10,4+1,04 aA 6,5
40 6,2+0,27 aB 12,7+1,26 aA 9,4
Média 4.4 115
Estrutura
Folha nova 39+0,16 aB 13,0+0,73 aA 8,4
Folha velha 41+0,18 aB 15,7+1,09 aA 9,9
Legume 52+043 aA 59+0,91 bA 5,5
Média 44 11,5
CV (%) 16,9

Meédias = EP seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maiGscula na linha
ndo diferem estatisticamente (Tukey, p < 0,05).

Bortolotto et al. (2014), ao analisarem o efeito da soja
MON 87701 x MON 89788 em lagartas de H. virescens, concluiram
que o impacto da toxina € superior em neonatas do que em lagartas
grandes. Dutton et al. (2005) afirmam que a maior sensibilidade de
larvas em estadios iniciais as toxinas Bt acontece devido a alteracGes
na atividade de proteases intestinais. Porém, nesse trabalho, mesmo
levando mais tempo para morrer, as lagartas de 4° instar apresentaram
mortalidade elevada, de 98,6% (Tabela 9).

A velocidade de morte de lagartas, quando alimentadas
com folhas novas e folhas velhas, oriundas de plantas Bt, foi maior do
que quando alimentadas com as mesmas estruturas de soja nao Bt, na
ordem de 70,0 e 74,0%, respectivamente. I1sso ndo aconteceu quando
as lagartas foram alimentadas com legumes. Entre as estruturas de
planta da soja MON87701 x MON89788, nao houve diferenca no
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tempo que as lagartas levaram para morrer, havendo coeréncia com 0s
resultados apresentados na Tabela 11, os quais demonstraram que nédo
existe diferenca de mortalidade entre as estruturas de plantas Bt.
Contudo, no cultivar convencional, as lagartas que se alimentaram de
legumes morreram mais rapidamente do que as alimentadas com
folhas (novas e velhas).

De acordo com Fitt (1989), os tecidos mais jovens da soja
sdo mais atraentes para as lagartas, muito provavelmente devido a
serem mais palataveis e terem maior valor nutricional. Em
complemento, Duffield & Chapple (2001) verificaram que a maioria
dos ovos de H. armigera € colocada nas folhas completamente
expandidas, nos 20 cm superiores do dossel da soja, explicando o
comportamento de alimentacdo preferencial de folhas novas. No
entanto, esse trabalho mostra que, ndo havendo outra opc¢do, o
consumo de folhas mais velhas também acontece.

Bortolotto et al. (2014) relataram que larvas de H.
virescens, espécie também pertencente a subfamilia Heliothinae,
quando alimentadas com folhas e legumes de soja MON 87701 x
MON 89788, apresentaram 100% de mortalidade em menos de trés
dias, 0 que se assemelha aos resultados obtidos neste trabalho.

Quanto ao consumo foliar, houve significancia somente
para a interacdo entre instar x cultivar de soja (Tabela 13). O consumo
foliar de soja MON87701 x MON89788 foi inferior ao de soja ndo Bt,
tanto em lagartas de H. armigera de 1° instar (98,2% inferior) quanto
de 4° instar (85,9% inferior). Além disso, constatou-se que larvas em
4° instar consumiram 97,8 e 83,4% mais folhas em soja, Bt e ndo Bt,

respectivamente, quando comparadas com larvas neonatas.
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Tabela 13 - Consumo foliar (cm?) de lagartas de 1° e 4° instares de H.
armigera em cultivares de soja Bt e ndo Bt. FAMV/UPF,
Passo Fundo/RS, 2015

p Cultivar
Instar ~
Bt Nao Bt
1° 0,3+0,38 bB 16,6 £ 9,65 bA
40 141+272 aB 100,6 + 4,39 aA
Média 7,2 58,6
CV (%) 35,5

Médias = EP seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maitscula na linha
ndo diferem estatisticamente (Tukey, p < 0,05).

Dutton et al. (2005) explicam que as toxinas Bt sao
deterrentes para larvas de lepidopteros e que larvas nos primeiros
instares sdo mais sensiveis aos efeitos da toxina, tendendo a reduzir o
consumo.

Vilela et al. (2014) verificaram que lagartas grandes (mais
de 24 mm), de 5° e 6° instares, sdo mais prejudiciais, uma vez que
consomem cerca de 50% de sua dieta nesses estadios de
desenvolvimento.

Rogers & Brier (2010) mostram que lagartas de H.
armigera, além de se alimentar das laminas foliares da soja,
consomem também nervuras, peciolos, ponto de crescimento apical e
gemas axilares, comprometendo a capacidade da planta em compensar
os danos. ObservacGes durante 0 experimento demonstram que,
geralmente, a preferéncia das lagartas € pela lamina foliar, mas que na
falta de outro alimento, o consumo das nervuras e peciolos também
acontece. Reed (1965) e Wang & Li (1984) complementam afirmando

que essa espécie de lagarta se alimenta de folhas e caules, contudo,
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tém preferéncia por brotos, inflorescéncias, frutos e vagens, podendo
causar danos na fase vegetativa e reprodutiva (DIAS et al., 2015).

Embora a espécie tenha se alimentado exclusivamente de
folnas de soja, novas ou velhas, e conseguido completar o
desenvolvimento, Guedes et al. (2013) afirmam que a de alimentacéo
de lagartas de H. armigera é maior pelos legumes de soja.

O consumo de legumes pelas lagartas de H. armigera foi
influenciado pelo instar no qual se encontravam e também pelo
cultivar (Bt ou ndo Bt) (Tabela 14). Lagartas de 4° instar apresentaram
média de consumo superior as neonatas (2,8 pontos na escala de 1 a
6). Conforme j& esperado, o consumo no cultivar ndo Bt foi superior

aquele evidenciado no cultivar Bt.

Tabela 14 — Danos em legumes! em cultivares de soja Bt e ndo Bt por
lagartas de H. armigera, de 1° e 4° instares. FAMV/UPF,
Passo Fundo/RS, 2015

instar Cultivar

1° 04+01 b Bt 1,1+05 b
40 28+06 a Né&o Bt 20+0,1 a
Média 1,6 Média 15

C.V. (%) 16,0

Médias £ EP seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente
(Tukey, p <0,05). t Escala de 0 (sem danos) a 6 (danos severos).

Observou-se que as lagartas submetidas a alimentacao
com legumes de soja apresentaram comportamento de perfuracdo do
tegumento, até atingir os grdos. Rogers & Brier (2010), descrevem
que se trata de um habito da espécie consumir as sementes em

desenvolvimento, deixando o legume vazio na planta.
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Bortolotto et al. (2014) observaram que lagartas H.
virescens ndo concluiram o desenvolvimento quando alimentadas com
legumes de soja, independente de conter ou ndo toxinas Bt. O que
também foi evidenciado neste trabalho, muito provavelmente pela
alimentacdo ter sido somente de legumes, ndo disponibilizando

estruturas vegetativas em nenhum momento.
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5 CONCLUSOES

a) A incidéncia e a severidade de lagartas de S. frugiperda
€ menor na tecnologia MON89034 x TC1507 x NK603 em relacdo as
demais avaliadas, em milho Bt;

b) a mortalidade de lagartas de 3° e de 5° de P. sequax é
maior na tecnologia MON89034 x TC1507 x NK603 em relagdo as
demais avaliadas, em milho Bt;

c) lagartas de P. sequax de 3° e de 5° instar morrem mais
rapidamente quando se alimentam das tecnologias Btll x MIR162 x
GA21 e MIR162 que nas demais avaliadas, em milho Bt;

d) os milhos Bt menos consumidos pelas lagartas de P.
sequax sdo 0s que expressam as tecnologias MIR162 e Btll x
MIR162 x GA21;

e) a estrutura de planta (folha nova, folha velha e legumes)
que serve de alimento para lagartas em soja MON87701 x MON89788
néo influencia na mortalidade de 1° instar de H. armigera.

f) em lagartas de H. armigera de 4° instar, a mortalidade é
maior em folhas novas. Em legumes, a mortalidade de lagartas
neonatas é maior;

g) as lagartas neonatas de H. armigera alimentadas com
soja MON87701 x MON89788 morrem mais rapidamente que as

lagartas de 4° instar.
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